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1.1 DIE WEIBLICHE BRUST 
 
Die Mamma besteht im Wesentlichen aus einem in Binde- und Fettgewebe eingebetteten 
Drüsen- und Milchgangsystem. Die Glandula mammaria umfasst 10 bis 20 Lobi, die jeweils 
aus gruppiert angeordneten alveolären Endstücken, den Lobuli, und einem verzweigten Sys-
tem aus Milchgängen, den Ductus lactiferi, zusammengesetzt sind. Sie sind über einen Ter-
minalductus miteinander verbunden. Die Gänge eines Lobus münden jeweils in einen ge-

















Eine variable Anzahl der Epithelzellen des Brustdrüsengewebes exprimiert Estrogen- und / 
oder Progesteronrezeptoren [51, 199, 293]. Über diese kommt es während des Menstruati-
onszyklus physiologisch zu einer hormonabhängigen Stimulation der Epithelzellproliferation. 
Insbesondere zwischen Menarche und erster Schwangerschaft unterliegt so die Brustdrüse 
starken Veränderungsprozessen, wodurch diese Phase mit einer hohen Vulnerabilität ge-
genüber endogenen und exogenen Karzinogenen verbunden ist [53].  
Nach der Menopause kommt es in Folge sinkender Hormonspiegel zu einer Atrophie von 
Lobuli und Bindegewebe (Altersinvolution) und einer Zunahme des relativen Fettanteils 
[162]. Sowohl das Gangsystem als auch einzelne Lobuli bleiben bestehen [162] und stellen 
insbesondere bei fehlendem Absinken der Sexualhormonspiegel eine potenzielle Risi-
kostruktur für die Entwicklung eines Mammakarzinoms in der Postmenopause dar. 
Abb. 1: a) Schematischer Saggitalschnitt der weiblichen Brust; b) Lichtmikroskopische Aufnahme der 
epithelialen Anteile der Brustdrüse (Orginalpräparat von W.Bargmann 1995; Rhesus-Äffin, Färbung: 
Hämatoxylin; Lupenvergrößerung); Originalquelle Lüllmann-Rauch 2015 [162], modifiziert nach Thie-








Laut Daten des Zentrums für Krebsregisterdaten des Robert Koch-Instituts erkrankten im 
Jahr 2014 in Deutschland 69.220 Frauen und 650 Männer an Brustkrebs, 17.804 Menschen 
starben daran. Frauen erkranken etwa 100 Mal häufiger als Männer [305]. Weltweit wurden 
im Jahr 2012 rund 1,67 Millionen Neuerkrankungen und 522.000 Todesfälle durch Brust-
krebs diagnostiziert [119]. Damit macht das Mammakarzinom der Frau sowohl in Deutsch-
land als auch weltweit den größten Anteil aller neu diagnostizierter maligner Tumoren aus 
und stellt die häufigste Krebstodesursache der Frau dar [228, 254]. Das mittlere Erkran-
kungsalter für Frauen in Deutschland lag 2013 bei 64 Jahren, fast 30 % der betroffenen 
Frauen waren bei der Diagnosestellung jünger als 55 Jahre alt [228].  
Die Inzidenzraten unterschieden sich 2012 weltweit um das Vierfache (Abb. 2) [120]. Wäh-
rend in Westeuropa und Nordamerika die altersstandardisierte Rate an Neuerkrankungen 
(pro 100.000 Einwohner) bei 96 bzw. 92 lag, war sie in Zentralafrika und Ostasien lediglich 


















Abb. 2: Altersstandardisierte Neuerkrankungs- und Sterberaten von Brustkrebs 2012 im weltweiten 






Entartete Zellen entstehen durch Veränderung der genetischen Information, sog. Mutationen. 
Sind Onkogene (z. B. K-ras) oder Tumorsuppressorgene (z. B. p53) betroffen, führt deren 
Funktionseinschränkung zum Verlust von Regulations- und Kontrollmechanismen und damit 
zu einer Veränderung von Teilung, Wachstum und Differenzierung der Zellen [294]. Der Ver-
erbung von einzelnen genetischen Defekten, wie der Keimbahnmutation des Tumorsuppres-
sorgens BRCA bei familiärem Mammakarzinom, werden nur 5–10 % der Krebsfälle zuge-
schrieben [195]. In der Regel sind eine Reihe von Mutationen notwendig [110], die im Laufe 
des Lebens multifaktoriell durch endogene Faktoren wie beispielsweise Hormone, oxidativen 
Stress und chronischen Entzündungsprozessen sowie exogene Einflüsse wie z. B. Strah-
lung, Infektionen oder Ernährung entstehen [294]. Auch epigenetische Veränderungen spie-
len eine Rolle. Dabei kann es durch Methylierung oder Acetylierung von DNA- oder Histon-
abschnitten zu einer räumlichen Konfigurationsänderung der DNA und damit einer fehlerhaf-
ten Transkription von Genen kommen [294]. Schätzungsweise 70–90 % der Krebserkran-
kungen entstehen durch exogene Einflüsse [298].  
Für die Mehrzahl der Brustkrebs-Patientinnen liegt keine genaue Ursache vor [138]. Neben 
der Vererbung von Genmutationen gibt es jedoch zahlreiche Risikofaktoren, die nachweislich 
die Entstehung von Brustkrebs beeinflussen können.  
Wenn nicht anders erwähnt, beziehen sich die nachfolgend genannten Daten und Studien in 




GENETISCHE UND FAMILIÄRE PRÄDISPOSITION 
 
In etwa 30 % der Fälle ist eine Häufung von Brustkrebserkrankungen in der Familie von Be-
troffenen nachweisbar. Der Mutation eines bestimmten Risikogens werden aber nur in etwa 
5–10 % der Brustkrebsfälle zugeschrieben [69]. Mit einem Anteil von etwa 25 % stellen ins-
besondere die autosomal-dominant vererbten Mutationen der Gene BRCA1 (breast cancer 
gene 1) und BRCA2 (breast cancer gene 2) einen wichtigen Risikofaktor des erblich beding-
ten Mammakarzinoms dar [137]. Laut einer Metaanalyse von 22 Studien haben Frauen mit 
einem BRCA1-Gendefekt bis zum Alter von 70 Jahren ein Risiko von 65 % (95 % Konfiden-
zintervall (KI): 44–78 %) an einem Mammakarzinom zu erkranken, bei BRCA2- Mutations-
trägerinnen liegt das Risiko bei etwa 45 % (95 % KI: 31–56 %) [11]. Ein weiteres Risikogen 
für Burst- und Eierstockkrebs, das Tumorsuppressorgen RAD51C konnte 2010 vom Deut-




ca. 1,5–4 % der Hochrisikofamilien mutiert [137]. Weitere Gene, die für erblichen Brustkrebs 
prädisponieren sind CHEK2 (checkpoint kinase 2) und ATM (Ataxia Telangiectasia Mutated). 
5–10 % der erblich bedingten Mammakarzinome entstehen im Rahmen seltener Syndrome, 
wie z. B. dem Li-Fraumeni-Syndrom im Rahmen einer Keimbahnmutation im TP53-Gen oder 
dem Cowden-Syndrom mit Mutationen im PTEN/MMAC-Gen. Die übrigen 40–45 % der er-
blich bedingten Mammakarzinome werden derzeit noch nicht identifizierten Mutationen zu-




Die Gefahr an Brustkrebs zu erkranken steigt mit zunehmendem Lebensalter. Ab dem gebär-
fähigen Alter nimmt die Inzidenz rasch zu, steigt auch nach der Menopause weiter an und 
erreicht mit 65 bis 70 Jahren ein Maximum. Im Anschluss sinkt das Risiko wieder etwas ab 
[228]. 
 
VORBELASTUNGEN DER BRUST 
 
Neben Vorstufen eines Mammakarzinoms wie dem DCIS (ductal carcinoma in situ) und LCIS 
(lobular carcinoma in situ) [153] prädisponieren auch einige gutartige Veränderungen der 
Brust für ein invasives Karzinom. Von sog. Mastopathien, hormonell bedingten benignen 
Brusterkrankungen, die sich durch proliferative, involutive und fibrozystische Veränderungen 
auszeichnen [218], sind etwa 50 % aller Frauen zwischen dem 35. und 55. Lebensjahr be-
troffen [151]. Insbesondere proliferative Läsionen mit Atypien nach Page et al., wie die atypi-
sche lobuläre oder duktale Hyperplasie, sind mit einer vier- bis fünfmal höheren Brustkrebs-
wahrscheinlichkeit assoziiert [59, 74, 107, 160, 203].  
Auch bei Frauen, deren Brustdrüsengewebe mammographisch eine hohe Dichte aufweist 
kann das Risiko um das Vier- bis Fünffache ansteigen [175]. 
Eine Strahlentherapie des Brustkorbs bei Malignomen im Kindes- oder Jugendalter ist eben-
falls ein Risikofaktor für die Entwicklung eines Mammakarzinoms im Erwachsenenalter [111, 
189, 216]. War eine Frau bereits an Brustkrebs erkrankt, ist die Gefahr auch an der kontrala-
teralen Brust an einem zweiten primären Mammakarzinom zu erkranken gegenüber nicht 









REPRODUKTIVE UND HORMONELLE FAKTOREN 
 
Menstruation, Schwangerschaft und Stillzeit 
Ein langer hormonaktiver Zeitraum, also eine frühe Menarche und eine späte Menopause, 
erhöhen die Gefahr an Brustkrebs zu erkranken. Laut einer Metaanalyse der Collaborative 
Group on Hormonal Factors in Breast Cancer 2012 von 117 Studien steigt das Risiko um 
den Faktor 1,050 (95 % KI: 1,044–1,057; p < 0,0001) pro Jahr bei verfrühter Menarche und 
um 1,029 (95 % KI: 1,025–1,032; p < 0,0001) für jedes Jahr älter bei der Menopause [57]. 
Ebenso erhöhen keine oder wenige Schwangerschaften und eine kurze Gesamtstillzeit die 
Gefährdung. Eine weitere Metaanalyse dieser Arbeitsgruppe im Jahr 2002 von 47 Studien 
zeigte, dass das Brustkrebsrisiko durch jede Geburt um 7,0 % (95 % KI: 5,0–9,0; p < 0,0001) 
und pro 12 Monate Stillzeit um 4,3 % (95 % KI: 2,9–5,8; p < 0,0001) gesenkt werden kann 
[56]. 
 
Orale Kontrazeption und Hormonelle Ersatztherapie 
Eine Vielzahl an Studien belegen, dass die Einnahme einer postmenopausale Hormoner-
satztherapie (HET) das Risiko an einem Mammakarzinom zu erkranken signifikant erhöht 
[17, 21, 48, 54, 180]. Es steigt in Abhängigkeit von Zeitpunkt, Dauer der Einnahme und Hor-
monzusammensetzung bis auf mehr als das Zweifache an. Die größte Gefahr geht dabei von 
einer Östrogen-Gestagen-Kombinationstherapie und einer Einnahmedauer von mehr als 
10 Jahren aus [17, 21, 180]. 
Über den Einfluss oraler Kontrazeptiva auf das Brustkrebsrisiko herrscht Uneinigkeit. Eine 
Vielzahl an Studien ergab, dass die Langzeiteinnahme oraler Kontrazeptiva zu keiner bzw. 
zu einer geringen signifikanten Erhöhung des Brustkrebsrisikos führt [49, 58, 71, 95, 104, 
121, 171, 185, 281]. Einige Studien zeigen, dass sich das Risiko nach 5–10 Jahren nach 
Beendigung der Einnahme an das Risiko von Frauen, die nie ein orales Kontrazeptivum ein-
genommen haben, angleicht [49, 58, 121, 185]. 
 
LIFESTYLE FAKTOREN  
 
Körpergröße und -Gewicht  
Bei Übergewicht (Body Mass Index (BMI) 25–30) und vor allem Fettsucht (BMI > 30) in der 
Postmenopause ist die Gefahr an Brustkrebs zu erkranken um etwa 20–30 % erhöht [142, 
278]. Nach einer Studie der Women’s Health Initiative mit 67.142 postmenopausalen Frauen 
steigt das Risiko bei einem BMI > 30 um mehr als 50 % an [196]. Dabei zeigt sich eine starke 
Assoziation zu hormonrezeptorpositiven Tumoren [196, 257]. Prämenopausale übergewich-




signifikant [278] oder nicht-signifikant [142] geringeres Risiko als normalgewichtige Frauen 
an Brustkrebs zu erkranken. 
Auch die Körpergröße scheint insbesondere in der Postmenopause für große Frauen einen 
signifikanten unabhängigen Gefährdungsfaktor für Brustkrebs darzustellen [142]. Van der 
Brandt et al. berichteten 2000 in einer Metaanalyse von einem relativen Risiko von 1,02 
(95 % KI: 0.96–1.10) von prämenopausalen und 1,07 (95% KI: 1,03–1,12) von post-
menopausalen Frauen pro Zunahme der Körpergröße um 5 cm [278]. 
 
Körperliche Aktivität  
Laut einer Metaanalyse haben Frauen, die vermehrt körperlich aktiv sind ein um ca. 25 % 
geringeres Risiko an Brustkrebs zu erkranken als inaktive Frauen [164]. Insbesondere ent-
spannte körperliche Aktivität mit mittlerer bis kräftiger Intensität führte in Studien zu einer 
Reduktion der Gefahr. Dies galt unabhängig von dem Menopausenstatus, war jedoch post-
menopausal am größten und verstärkte sich bei lebenslanger Aktivität [85, 164]. 
 
Ernährung:  
Zahlreiche Studien mit zum Teil stark abweichendem Design und Ergebnissen haben sich 
mit dem Zusammenhang von Brustkrebs und Ernährung beschäftigt. So gibt es Hinweise, 
dass eine „Westliche Diät“ reich an Zucker und Fett, Fleisch, Fertigprodukten und Alkohol mit 
einem erhöhten [38, 60], eine „Mediterrane Diät“ reich an Fisch, Früchten, Gemüse sowie 
Oliven- und Sonnenblumenöl hingegen mit einem geringeren [35, 38, 60, 276] Brustkrebsri-
siko assoziiert ist. Einzeln betrachtet zeigte sich eine positive Assoziation mit einer erhöhten 
Aufnahme von gesättigten Fettsäuren [29, 247] sowie Fett insgesamt [29, 215], insbesonde-
re für postmenopausale Frauen und ER-positive Karzinome [215, 246]. Für Gemüse- [15, 88] 
und Obstverzehr [15] allein sowie die Aufnahme von Vitamin A [87], C [88], D [134] und E 
[87] sowie Calcium [134] und Beta-Carotin [88] gibt es Hinweise auf eine mögliche protektive 
Wirkung. Auch zwischen Ballaststoff-Aufnahme und Brustkrebsrisiko zeigten sowohl eine 
Metaanalyse von Fall-Kontroll-Studien [115] als auch eine Metaanalyse von prospektiven 
Kohorten-Studien [14] eine leichte inverse Assoziation. Phytoestrogenen in der Nahrung wird 
ebenfalls eine Beeinflussung der Krebsentstehung zugeschrieben (siehe Kapitel 1.5). 
 
Alkohol und Nikotin 
Laut unterschiedlichen Metaanalysen steigt das Risiko an Brustkrebs zu erkranken mit je 
10 g Alkohol pro Tag um etwa 7–10 % an [55, 129, 253] und liegt bei Mengen > 30 g pro Tag 
bei 30–45 % [55, 253].  
Rauchen habe dagegen unabhängig vom Alkoholkonsum keinen oder allenfalls einen sehr 




sondere von Frauen, die vor ihrer Menarche und der ersten Geburt mit dem Rauchen be-
gonnen haben [9, 90]. 
 
Stoffwechsel: 
Eine Metaanalyse von 2007 zeigte, dass auch Diabetes mellitus Typ 2 mit einer statistisch 
signifikanten Risikoerhöhung für Brustkrebs von etwa 20 % gegenüber nicht erkrankten 
Frauen assoziiert ist [146]. Nach einer Metaanalyse und einem systematischen Review er-
höht der Gesamtsymptomkomplex Metabolisches Syndrom die Gefahr an Brustkrebs zu er-
kranken insbesondere in der Postmenopause um fast 50 % [23, 81]. 
Nach Schätzungen der WHO wären weltweit etwa 30–50 % der Krebserkrankungen durch 




Die Stadieneinteilung des Mammakarzinoms erfolgt klinisch oder pathologisch nach dem 
TNM- bzw. UICC-System. Diese berücksichtigt neben der Größe des Tumors den Lymph-
knotenstatus und das Vorliegen von Fernmetastasen [68]. Sie wird durch Angaben über eine 
mögliche Multifokalität, mikroskopischen oder makroskopischen Tumorresten an den Resek-
tionsrändern sowie einer peritumoralen Lymph- und Gefäßinvasion ergänzt [68]. 
 
Zusätzlich wird sowohl das vorzugsweise durch Stanz- oder Vakuumbiospie gewonnene Bi-
opsie-Material als auch das Operationspräparat im Verlauf pathomorphologisch untersucht 
[68]. Histologisch werden invasive Karzinome und Vorläuferläsionen gemäß der aktuellen 
WHO-Klassifikation von 2012 eingeteilt [143]. Die häufigsten Formen bösartiger invasiver 
Tumore der Brust sind epitheliealen Ursprungs und umfassen mit einer Häufigkeit von      
50–80 % das von den Milchgangepithelien ausgehende invasive duktale Karzinom vom nicht 
speziellen Typ (NST) und mit 5–15% das von den Drüsenläppchen ausgehende invasiv-
lobuläre Mammakarzinom [68]. Seltene Formen sind unter anderem das medulläre (1–7 %), 
tubuläre (1–8 %), papilläre (1–7 %) oder das muzinöse (1–2 %) Mammakarzinom. Auch neu-
roendokrine Tumore, Lymphome und Sarkome kommen vor [19, 68]. 
Nach Feststellung des histologischen Typs erfolgt das histologische Grading in gut, mäßig 
und schlecht differenziert (G1–3) nach dem durch Elston und Ellis modifizierten Grading von 
Bloom und Richardson [68, 79]. Weiterhin werden im Rahmen der molekularen Untersu-
chung mittels Immunhistochemie und ggf. In-situ-Hybridisierung Östrogen-, Progesteron- und 
HER2/neu (human epidermal growth factor recptor 2, auch c-erb-B2) -Status sowie der 
Ki-67-Proliferationsindex des Tumors bestimmt [68]. 70–80 % der Karzinome exprimieren 




pression des Wachstumsfaktor-Rezeptors HER2/neu vor [68]. Anhand eines Genexpressi-
onsprofils oder alternativ näherungsweise anhand der immunhistochemischen Ergebnisse 
erfolgt die Einteilung in die intrinsischen Subtypen – Luminal A, Luminal B, HER2-positiv und 
triple-negativ [68, 96].  
Klassische TNM- und pathomorphologische Klassifikation, sowie zunehmend auf Multigen-
tests beruhende Subtypen bilden eine wichtige Grundlage für das Therapiekonzept und die 




Die Therapie des Mammakarzinoms in Deutschland erfolgt patientenspezifisch in Brust-
krebszentren. Sie ist nicht nur abhängig von Stadium und biologischem Befund, sondern 
auch von Alter, Begleiterkrankungen, körperlichem Zustand und Wunsch des Patienten. In 
einer interdisziplinären Tumorkonferenz wird anhand dieser Befunde ein individuelles Thera-
piekonzept aus Operation, medikamentöser Therapie und Strahlentherapie entwickelt. Hinzu 
kommen sowohl während der Therapie als auch in der Nachsorge eine psychoonkologische 





Bei kurativem Ansatz ist die operative Entfernung des Tumors ein wichtiger Bestandteil des 
Therapiekonzeptes, die je nach Befund als brusterhaltende Therapie oder radikale Mastek-
tomie mit verschiedenen Techniken und ggf. gleichzeitiger Rekonstruktion durchgeführt wird 
[68]. Zusätzlich wird dies ggf. durch eine Sentinel-Lymphonodektomie oder bei gegebener 





Bei bestimmten Risikokonstellationen, wie beispielsweise jungem Erkrankungsalter 
(< 35 Jahre), HER2-positiven Tumoren, negativem Hormonrezeptorstatus, G3-Grading oder 
Nodal-positiven Tumoren kann die Indikation zur Chemotherapie gestellt werden. Zuneh-
mend richten sich die Empfehlungen zur systemischen Therapie auch nach dem molekula-
ren Subtyp [68, 96]. Hierbei werden sowohl adjuvant als auch neoadjuvant insbesondere 
Anthrazykline gefolgt von Taxanen verwendet. Bei triple-negativen Tumoren empfehlen die 




Tumoren kommen weitere Chemotherapeutika ggf. in Kombination mit Bevacizumab, einem 
humanisierten monoklonalen Antikörper gegen den Endothelwachstumsfaktor VEGF-A (vas-
cular endothelial growth factor A) [8], zur Anwendung [68]. Dieser kann das Tumoranspre-
chen und das progressionsfreie Überleben verbessern [179, 181, 227], vor allem bei triple-
negativen Tumoren [181].  
 
Antikörpertherapie  
Simultan zur Chemotherapie wird bei HER2/neu-Überexpression neoadjuvant oder adjuvant 
parallel zum Taxan ein Jahr lang eine Antikörpertherapie mit dem humanisierten monoklona-
len Antikörper Trastuzumab, ggf. bei hohem Risiko ergänzt durch einen weiteren humanisier-
ten monoklonalen Antikörper Pertuzumab, durchgeführt [68]. Zahlreiche Studien belegen ein 
deutlich erhöhtes Tumoransprechen auf Chemotherapie und rezidivfreies Überleben unter 
Trastuzumab bei HER2/neu-positiven Tumoren sowohl adjuvant in frühen Stadien [37, 208, 
210, 232] als auch zusätzlich neoadjuvant bei lokal fortgeschrittenen Karzinomen [92, 93]. 
Die neoadjuvante Gabe von Pertuzumab kann die pathologischen Vollremissions-Raten und 
das rezidivfreie Überleben weiter erhöhen [94], jedoch unter stärkeren Nebenwirkungen. Bei 
fortgeschrittenen metastasierten Tumoren verbessern sich unter Trastuzumab [172, 250] und 
Pertuzumab [18, 258] ebenfalls die progressionsfreie Zeit und das Gesamtüberleben.  
 
Hormonelle Therapie 
Bei positivem Hormonrezeptorstatus des Tumors gehört eine Hormontherapie zum Standard. 
Im Falle einer Chemotherapie-Indikation erfolgt diese im Anschluss [68]. Prämenopausal ist 
dabei die mindestens fünfjährige Einnahme des selektiven Estrogenrezeptor Modulators 
(SERM) Tamoxifen die Therapie der Wahl, während postmenopausal Aromatasehemmer wie 
Anastrazol für zwei bis fünf Jahre ggf. in Kombination mit einer vorrangegangenen oder an-




Weiterhin kann adjuvant, primär bei Inoperabilität oder palliativ bei metastasiertem Karzinom 
eine Strahlentherapie der Brust und ggf. der Lymphknotenregionen erfolgen [68]. Nach einer 
Metaanalyse der Early Breast Cancer Trialists' Collaborative Group 2011 reduziert die Be-
strahlung der betroffenen Brust nach brusterhaltender Therapie sowohl das 10-Jahres-
Rezidivrisiko um insgesamt 15,7 %, als auch die Brustkrebsmortalität um 3,8 % [75]. Auch 
nach Mastektomie senkt die Bestrahlung das Risiko für ein Rezidiv und verbessert das Über-




Tumors und der regionalen Lymphregionen eine Verlängerung des Überlebens erreicht wer-




Im Rahmen einer Supportivtherapie werden durch die Erkrankung und Therapie auftretende 
Nebenwirkungen wie Übelkeit, Anämie, Infektionen oder Neurotoxizität vorgebeugt und be-
handelt [68]. Ergänzend kann bei Risiko für einen erhöhten Knochendichteverlust im Rah-
men der Erkrankung und Therapie das sog. bone targeted treatment mit vorzugsweise Bis-
phosphonaten oder die Behandlung mit dem humanisierten monoklonalen RANK (receptor-
activator of nuclear factor kppa B)-Liganden-Antikörper Denosumad erfolgen [68]. Auch eine 
Normalisierung des Körpergewichts, körperliche Aktivität sowie eine gesunde Ernährung, 
reich an Obst und Gemüse, Vollkorngetreide, Hülsenfrüchten und arm an gesättigten Fetten 
und Alkohol wird empfohlen. Rauchen sollte vermieden werden [68].  
Laut einer Metaanalyse von insgesamt 152 Umfragen von 1998 bis 2009 aus Europa, USA, 
Kanada, Australien und Neuseeland verwendeten 40 % der Krebspatienten, mit steigender 
Tendenz, zum Zeitpunkt der Befragung zudem komplementäre oder alternative Medizin 
[113]. Brustkrebspatientinnen setzen noch deutlich häufiger unterstützend komplementärme-
dizinischen Verfahren ein [177, 187, 193]. Am häufigsten werden Vitamin- und Spurenele-
mentsupplemente ergänzend zur Nahrung, sowie Massagen, Heilkräuter und Akupunktur 




Die Prognose des Mammakarzinoms ist abhängig von den Tumorcharakteristika wie Tumor-
größe, Nodal- und Fernmetastasenstatus (pTNM-Status), Resektionsrandstatus, histologi-
schem Typ, Grading, Ki-67-, Hormonrezeptor- und HER2-Status. Auch nicht krebsassoziierte 
Faktoren wie Alter, Komorbiditäten und Nikotinabusus spielen eine wichtige Rolle [67, 68]. 
So haben Frauen mit pT1-Tumoren, N0- und M0-Status, G1-Grading, ER- und PR-positivem 
und HER2-negativem Tumor und einem Luminal A-Subtyp die beste Prognose [19]. 
Die individuelle Prognose der invasiven Mammakarzinome kann anhand des Nottingham-
Prognose-Index abgeschätzt werden. Er umfasst die Tumorgröße, das Grading nach Elston 
und Ellis [79], sowie den Lymphknotenstatus, denen je nach Ausprägung ein Scorewert zu-
geteilt wird [68].  
Insgesamt lag laut RKI die relative Überlebensrate für an Brustkrebs erkrankte in Deutsch-







Sexualhormone werden in drei Gruppen unterteilt – Estrogene, Gestagene und Androgene. 
Dabei handelt es sich um Steroidhormone, die aus Cholesterin synthetisiert werden und so-
wohl bei Frauen als auch bei Männern zahlreiche sexualspezifische und -unspezifische Wir-
kungen vermitteln. Hormonproduktionsorte sind neben den Gonaden auch die Nebennieren 
und die Plazenta. Zusätzlich werden im peripheren Fettgewebe Androgene durch Aromati-
sierung zu Estrogenen umgewandelt. Reguliert wird der Sexualhormonspiegel hauptsächlich 












Die biologisch aktivste Form der natürlichen Estrogene ist das in dieser Arbeit verwendete 
17β-Estradiol (Abb. 3), daneben kommen Estron und Estriol vor [8]. Etwa 69 % des Estradi-
ols im Blut ist dabei an das sexhormonbindende Globulin (SHBG) und 30 % an Albumin ge-
bunden, sodass ca. 1 % frei vorliegt und biologisch aktiv ist. Nach Inaktivierung über 
Glucuronidierung und Sulfatierung in der Leber werden die Estrogen-Metaboliten über Galle 
und Harn ausgeschieden [8]. 
 
Ihre klassische Wirkung entfalten Estrogene durch Bindung an die Hormonrezeptoren Estro-
genrezeptor alpha (ERα) und Estrogenrezeptor beta (ERβ). Der ERα wird bei der Frau ins-
besondere in der Brust, Uterus, Thekazellen des Ovars, Knochen, Leber, weißem Fettgewe-
be und Gehirn exprimiert. Der ERβ dagegen ist insbesondere in Granulosazellen des Ovars, 
Darm, Knochenmark, Speicheldrüsen, Gefäßendothel und einigen Hirnregionen ausgebildet 
[63]. Es handelt sich dabei um intrazelluläre Rezeptoren, die eine ähnliche Domänenstruktur 
aufweisen (Abb. 4) [8]. 
 
 




1.3.1.1 DIE ESTROGENREZEPTOREN 
 
Die N-terminale A/B-Domäne der beiden Rezeptoren ist hochvariabel und weist die Aktivie-
rungsfunktion 1 (AF-1) für eine ligandenunabhängige Aktivierung auf (Abb. 4). Letztere spielt 
beim ERβ funktionell eine untergeordnete Rolle. Angrenzend liegt die C-Domäne, die die 
DNA-Bindungsdomäne umfasst. Hier sind sog. Zink-Finger ausgebildet, die spezifisch an 
bestimmte DNA-Abschnitte, den Estrogen-responsiven Elementen (ERE) binden können. 
Das Kernlokalisierungssignal liegt in der D-Domäne, der sog. hinge region (Gelenkregion). 
Sie ist auch an der Assoziation zum HSP90 beteiligt. Die E/F-Domäne des C-terminalen En-
des umfasst bei beiden Rezeptortypen unter anderem die hormonbindende Domäne mit der 
Aktivierungsfunktion 2 (AF-2) für die ligandenabhängige Aktivierung und damit den entschei-
denden Bereich für die estrogenabhängige Transkription. Neben der Bindung von Agonisten 
und Antagonisten ist dieser Bereich auch an der Dimerisierung der Estrogenezeptoren, der 














1.3.1.2 WIRKUNG AM KLASSISCHEN ESTROGENREZEPTOR 
 
Die Estrogenrezeptoren sind funktionell ligandenabhängige Transkriptionsfaktoren, die im 
inaktiven Zustand an intrazelluläre Proteine gebunden, sog. Hitzeschockproteine, im Zyto-
plasma vorliegen. Bei Bindung von Estrogenen kommt es nach Transformation, Translokati-
on und Dimerisierung des Hormon-Rezeptor-Komplexes zur Bindung an die ERE von Genen 
im Zellkern, gefolgt von einer Rekrutierung nukleärer Proteine, die die Transkription von Ge-
nen initiieren (Abb. 5a) [8]. Wenn in Zellen sowohl der ERα als auch der ERβ exprimiert sind 
kann Letzterer funktionell die transkriptionelle Aktivität des ERα hemmen [39, 106, 173, 292]. 
 
Abb. 4: Domänenstruktur der Estrogenrezeptoren im Vergleich, angelehnt an Leidenberger et al. 2014 




1.3.1.3 ALTERNATIVE SIGNALWEGE 
 
Weiterhin können ligangengebundene Estrogenrezeptoren Gene ohne ERE auch direkt über 
die Interaktion mit DNA-gebundenen Transkriptionsfaktoren wie NF-κB regulieren (Abb. 5b) 
[198]. Neben der klassischen genomischen Wirkung der Estrogene werden auch rascher 
ablaufende Interaktionen mit membranären G-Protein-gekoppelten Rezeptoren (z. B. 
GPER 1) [217], membrangebundenen Tyrosin-Kinase-Rezeptoren (z. B. IGF-1R, EGFR, 
HER2/neu), weiteren spezifischen membrangebundenen zytosolischen Proteinkinasen (wie 
z. B. Src, ras und PI3-Kinase) [25] und auch direkte Interaktionen mit Ionenkanälen be-
schrieben (Abb. 5c–e) [140]. Auch epigenetische Mechanismen, beispielsweise durch Regu-
lation der Histon-modifizierenden Enzyme SIRT 1 und HDAC6, sind eng mit dem Estrogen-
Signalweg verknüpft [282]. 
 
 
   
Abb. 5: Vereinfachte schematische Darstellung der Estrogen-vermittelten Signaltransduktion; a) ERE-
abhängige klassische Estrogenwirkung; b) ERE-unabhängige direkte Interaktion mit Transkriptionsfak-
toren (TF); c) Aktivierung von Tyrosin-Kinase-Rezeptoren (TKR) wie den EGFR oder Proteinkinasen 
(PK) wie Src; d) Aktivierung von G-Protein-gekoppelten Rezeptoren (GPGR), z. B. Gs, Gi, Gq; e) di-












Progesteron ist das physiologische Gelbkörperhormon, das zusammen mit zahlreichen syn-
thetischen Derivaten mit ähnlicher Wirkung zu der Gruppe der Gestagene gezählt wird 
(Abb. 3). Es wird im Corpus luteum der Plazenta und den Nebennieren gebildet [8]. Ähnlich 
wie bei den Estrogenen liegen nur etwa 2 % des Progesterons der Frau frei und aktiv vor. 
80 % des Hormones sind an Albumin, 18 % an Transkortin und unter 1 % an SHBG gebun-
den. Progesteron wird durch Glucuronidierung und Sulfatierung in der Leber verstoffwechselt 
und die Abbauprodukte hauptsächlich über die Niere ausgeschieden [8]. 
Beim Progesteronrezeptor handelt es sich ebenfalls um einen intrazellulären Hormonrezep-
tor mit genomischem Wirkmechanismus. Anhand zwei unterschiedlicher estrogenabhängiger 
Promotoren werden aus einem Progesteronrezeptor (PR)-Gen zwei Rezeptor-Isoformen  
PR-A und PR-B exprimiert, die sich im N-terminalen Ende unterscheiden [91, 128]. PR-B ist 
vor allem für die Progesteronwirkung in der Brustdrüse, PR-A in Uterus und Ovarien verant-
wortlich [151]. Ebenso scheinen auch alternative Wirkungsmechanismen über G-Protein ge-
koppelte Rezeptoren und Ionenkanäle eine Rolle zu spielen [289].  
Die Wirkung von Gestagen ist von der Estrogenkonzentration und dem Estrogen-Gestagen-
Verhältnis im Organ abhängig. Die Bildung von Progesteronrezeptoren wird beispielsweise-
durch Estrogen induziert und andersherum die Expression von Estrogenrezeptoren durch 
Progesteron gehemmt [151]. 
 
1.3.3 SEXUALHORMONE UND BRUSTKREBS 
 
Sexualhormone spielen eine zentrale Rolle bei der Entstehung von Brustkrebs. Eine erhöhte 
Konzentration sowohl von Estrogenen als auch Androgenen in der Postmenopause ist signi-
fikant mit einem erhöhten Brustkrebsrisiko assoziiert, SHBG dagegen zeigt eine negative 
Assoziation [127, 265]. Ein positiver, jedoch schwächerer Zusammenhang findet sich auch 
bei prämenopausalen Frauen [80]. 
Zum einen fördern sowohl endogene als auch exogene Estrogene Proliferation und Wachs-
tum von Mammazellen, wodurch die Wahrscheinlichkeit für Replikations- und Reparations-
fehler steigt [110]. Zum anderen zeigten sowohl in-vitro als auch in-vivo Metabolite des Est-
rogenstoffwechsels selbst genotoxisches Potenzial. Werden Estradiol oder Estron durch 
Hydroxylasen zu Katecholestrogenen (2- und 4-Hydroxyestrogene) hydrolxyliert, können 
durch einen Redox-Zyklus Chinone und Semichinone entstehen. Als freie Radikale können 
Hydrochinone sowohl eine weitere Sauerstoff-Radikalbildung als auch selbst verschiedene 
DNA-Schäden auslösen [154]. Von der International Association of Cancer Registries wur-




Kontrazeption der Risikogruppe 1 (“Carcinogenic to humans”) zugeordnet [118]. In einer Me-
taanalyse der Endogenous Hormones and Breast Cancer Collaborative Group von 13 pros-
pektiven Studien konnten bei zahlreichen Risikofaktoren für das Mammakarzinom wie bei-
spielsweise Fettsucht, Alkoholkonsum oder Rauchen erhöhte Sexualhormonkonzentrationen 
festgestellt werden [130]. 
Auch Promotion und Progression der Karzinogenese des Mammakarzinoms können durch 
Estrogene beeinflusst werden. 70–80 % der Mammakarzinome exprimieren Steroidrezepto-
ren, über die z. B. Wachstum und Metastasierung von entarteten Zellen direkt gefördert wer-
den können. Gleichzeitig wird dieser Umstand in der Klinik für die antihormonelle Therapie 
des Mammakarzinoms genutzt [68] und stellt einen wichtigen prognostischen Parameter dar 
[72]. 
 
1.4 SELEKTIVE ESTROGENREZEPTOR MODULATOREN 
 
Selektive Estrogenrezeptor Modulatoren sind Stoffe, die abhängig von Gewebe- und Zellart 
eine estrogenagonistische oder -antagonistische Wirkung ausüben können [8]. SERMs bin-
den kompetitiv um Estrogen an die klassischen Estrogenrezeptoren. Je nach SERM werden 
individuelle Konformationen des Estrogenrezeptors stabilisiert, die zu einer Interaktion mit 
unterschiedlichen koregulatorischen Proteinen führen. Abhängig von der Estrogenrezeptor-
Expression im Gewebe kann es zu einer stark abweichenden biologischen Wirkung vom rei-
nen Estrogen-Agonismus bis zu einem reinen Antagonismus kommen [225]. Auch hier wer-
den zusätzliche schnelle, nicht über ERE vermittelte Wirkungen vermutet [28, 219, 307]. Kli-















Abb. 6: Strukturformeln von 17β-Estradiol, Tamoxifen und Raloxifen im Vergleich, modifiziert nach 







Das in den Experimenten dieser Arbeit verwendete Tamoxifen ist ein nicht-steroidales 
Triphenylethylen-Derivat und gehört den SERMs der 1. Generation an. Es besitzt eine hun-
dertfach niedrigere Affinität zu den Estrogenrezeptoren als Estradiol [8]. Tamoxifen übt seine 
agonistische Wirkung über die AF-1, die antagonistische Wirkung über die AF-2 der Estro-
genrezeptoren aus. Überwiegt in einem Gewebe die AF-1 der ERα werden durch Tamoxifen 
daher estrogenähnliche Wirkung ausgelöst, während bei einer Dominanz der AF-2 im Gewe-
be antiestrogene Effekte ausgelöst werden können [103].  
Im menschlichen Organismus wird Tamoxifen in der Leber zunächst hauptsächlich durch 
CYP3A4 und CYP3A5 zu N-Desmethyl-Tamoxifen verstoffwechselt. Im nächsten Schritt 
werden sowohl dieser Metabolit als auch Tamoxifen selbst insbesondere über CYP2D6 zu 
4-Hydroxy-Tamoxifen und Endoxifen umgewandelt [31]. Nach Sulfatierung und Glucuronidie-
rung werden sie nahezu vollständig über die Fäzes ausgeschieden [86]. 
 
Tamoxifen besitzt, vor allem als trans-Isomer, eine antiestrogene und damit antiproliferative 
Wirkung auf Brustkrebszellen [8], sodass es derzeit in allen Stadien zur Therapie von Estro-
genrezeptor-positivem Brustkrebs eingesetzt wird [68]. In einer Metaanalyse aus dem Jahr 
2011 von 20 Studien konnte gezeigt werden, dass unter der Einnahme von Tamoxifen die 
Rezidivrate ER-positiver Mammakarzinome in den ersten vier Jahren um fast 50 % und in 
den Jahren Fünf bis Neun um etwas mehr als 30 % verringert werden kann. Auch die Brust-
krebs- und Gesamtmortalität wurden deutlich reduziert [76]. In weiteren Studien wurden bei 
der Langzeiteinnahme von Zehn Jahren gegenüber der fünfjährigen Einnahme von Tamoxi-
fen zudem sowohl eine signifikante Reduktion der Rezidiv-Häufigkeit als auch der Brust-
krebs- und Gesamtmortalität festgestellt [64, 97]. In 20–30 % der Fälle wird der Erfolg der 
antihormonellen Therapie jedoch durch eine bereits bestehende oder sich im Therapieverlauf 
entwickelnde Tamoxifen-Resistenz gemindert [194]. Auf ER-negative Mammakarzinome hat 
Tamoxifen laut Early Breast Cancer Trialists' Collaborative Group nahezu keinen Effekt [76]. 
Gleichzeitig wirkt Tamoxifen auf Endometriumzellen estrogenagonistisch und proliferations-
fördernd. Eine gefürchtete Komplikation einer Tamoxifen-Therapie ist das Endometriumkar-
zinom, dessen Risiko bei der Einnahme von Tamoxifen insgesamt um das Zwei- bis Dreifa-
che erhöht wird und insbesondere für Frauen über 50 Jahren ansteigt. Weiterhin zeigt sich 
unter der Tamoxifen-Therapie ein erhöhtes Risiko für thromboembolische Ereignisse wie 
tiefe Beinvenenthrombosen, Lungenembolien und Schlaganfälle [61, 76]. Aufgrund dieser 







Phytoestrogene sind „Pflanzeninhaltsstoffe mit östrogenähnlicher Wirkung“ [218] Sie gehö-
ren unter anderem zusammen mit Flavonoiden, Carotinoiden, Phytosterolen und Glucosi-
nolaten zu den sekundären Pflanzenstoffen [66]. 
Chemisch betrachtet handelt es sich um Polyphenole, die anhand ihrer unterschiedlichen 
Struktur in drei große Klassen unterteilt werden können: Isoflavone, Lignane und Coumesta-
ne (Abb. 7). Wichtige Vertreter der Lignane sind beispielsweise Secoisolariciresinol und 
Matairesinol und der Isoflavone Genistein und Daidzein. Coumestrol ist der wichtigste Vertre-



















Neben positiven Auswirkungen auf klimakterische Beschwerden, postmenopausale Osteopo-
rose, kardiovaskuläre und neurodegenerative Erkrankungen sowie auf das Immunsystem 
[249] werden Phytoestrogenen in der Nahrung, insbesondere den Isoflavonen, ein Einfluss 
auf hormonrezeptorpositive Karzinome wie dem Mamma- [43, 245, 297] oder Prostatakarzi-











Die phenolische Grundstruktur von Phytoestrogenen ähnelt der chemischen Struktur der 
steroidalen Estrogene. Durch sterische Eigenschaften sind sie in der Lage kompetitiv zu Est-
rogen mit den LBD der Estrogenrezeptoren zu interagieren. Hierbei spielt die Anordnung der 
Hydroxylgruppen, die mit den Rezeptorproteinen in Wechselwirkung treten, eine entschei-
dende Rolle [156]. Die Bindungsaffinität am Estrogenrezeptor variiert je nach Phytoestrogen 
um mehr als das 1000-fache, ist aber stets geringer als die des Estradiols. Die Affinität zum 
ERβ der meisten Phytoestrogene ist um ein Vielfaches höher als zum ERα. Auch ihre 
Wirkpotenz ist an beiden Rezeptoren deutlich schwächer ausgeprägt als die des natürlichen 
Estrogens, was möglicherweise mit einer geringeren Interaktion der phytoestrogenengebun-
denen Rezeptoren an den EREs im Zellkern mit Kofaktoren zusammenhängt [191]. Wie auch 
bei Tamoxifen können durch Phytoestrogene je nach Konzentration, endogenem Estrogen-
spiegel sowie Verhältnis der beiden Estrogenrezeptoren im Gewebe, estrogenartige oder 
antiestrogene Wirkungen entstehen. Phytoestrogene wirken daher als eine Art natürlicher 
SERM. 
 
PHYTOESTROGENE IN LEBENSMITTELN 
 
Den größten Anteil an Phytoestrogenen in unserer Nahrung machen Isoflavone und Lignane 
aus. Isoflavone finden sich insbesondere in Sojabohnen und dessen Erzeugnissen, Lignane 
vor allem in Lein- und Sesamsamen. Auch in Getreide, Brot, Nüssen, einigen Frucht- und 
Gemüsesorten, tierischen Erzeugnissen, sowie in alkoholischen und nicht-alkoholischen Ge-
tränken wie z. B. Säften und Rotwein sind Phytoestrogene enthalten [269]. 
Studien mit japanischen und chinesischen Frauen zeigten, dass Frauen im asiatischen 
Raum durchschnittlich allein 40–46 mg Isoflavone am Tag zu sich nehmen [47, 122]. In 
Nordamerika und Europa dagegen ist der durchschnittliche tägliche Phytoestrogen-Konsum 
mit insgesamt zwischen weniger als 1 mg und 3,8 mg pro Tag deutlich geringer. Im Gegen-
satz zur Ernährungsweise in Asien, die hauptsächlich Isoflavone aus Soja als Phytoestro-
genquelle enthält, machen im westlichen Kulturkreis Lignane den größten Anteil in der Er-









Die in dieser Arbeit verwendeten Teststoffe gehören den Lignanen an. Herman Adlercreutz 
von der Universität Helsinki beschäftigte sich als Vorreiter seit 1980 mehr als drei Jahrzehnte 
lang intensiv mit Lignanen und deren Bedeutung im Zusammenhang mit Krebserkrankungen.  
Lignane sind dimere Phenylpropanoide (C6C3-Körper), die über das mittlere Kohlenstoffatom 
(β-C-Atom) der C3-Seitenketten miteinander verbunden sind [105]. Sie liegen in den Pflan-
zen meist als Glykoside oder Diglycoside vor [4]. Pflanzliche Vertreter, die im menschlichen 
Stoffwechsel eine Rolle spielen, sind z. B. Secoisolariciresinol (SECO) und Matairesinol 
(MATA), 7-Hydroxymatairesinol, Medioresinol, Lariciresinol, Pinoresinol, Syringaresinol, Arc-
tigenin und Sesamin [109, 207]. 
 
1.5.1.1 LIGNANE IN NAHRUNGSMITTELN 
 
Verschiedene Studien haben den Lignangehalt in Nahrungsmitteln untersucht (Tab. 1). Die 
teilweise stark abweichenden Mengen werden auf genetische und umweltbedingte Variatio-
nen der Pflanzen, Saison, Zubereitung der Proben, Aufbewahrung, Trocken- und Extrakti-





















Tab. 1: Lignangehalt in ausgewählten Nahrungsmitteln (µg / 100 g Feuchtgewicht, *ohne Sesamin) 




Secoisolariciresinol machte in 63 der 121 von Thompson et al. 2006 getesteten Nahrungs-
mittel den größten Anteil der in dieser Studie bestimmten Lignane aus, Matairesinol bis auf 
wenige Ausnahmen den geringsten. Bei 44 der Nahrungsmittel dagegen wurde größtenteils 
Lariciresinol und bei 14 Pinoresinol nachgewiesen [269].  
Der höchste Lignangehalt (> 300 mg / 100 g) findet sich in Leinsamen [178, 251, 252, 269], 
insbesondere in deren äußeren Hülle [252]. Da der Gemeine Lein (Linum usitatissimum) in 
unseren Breitengraden heimisch und gut kultivierbar ist, stellt er theoretisch ein Pendant zur 
Sojapflanze in Asien dar [70]. 
 
1.5.1.2 METABOLISIERUNG DER LIGNANE 
 
In Säugetieren werden die pflanzlichen Lignane durch die bakterielle Mikroflora im Kolon 
hauptsächlich zu den sog. Säuger-Lignanen bzw. Enterolignanen Enterodiol (END) und 
Enterolacton (ENL) umgesetzt [27, 109]. Bei diesem Vorgang spielen zahlreiche Bakterien-
stämme, beispielsweise aus der Gattung der Clostridien, Bacterioides, Eubacterium, Pep-
tostreptococcus und Eggerthella, eine Rolle [52]. Die bakterielle Verstoffwechselung im Darm 
spielt eine zentrale Rolle für das Ausmaß in dem die pflanzlichen Lignane zu Enterolignanen 
























Neben der generellen interindividuellen Variation der Mikroflora wird durch weitere Faktoren 
wie Art und Zubereitung der Nahrungsmittel, Darmpasssage, Medikamenteneinnahme, Le-
bensstil und körperliche Merkmale die Plasmakonzentration der Enterolignane erheblich be-
einflusst [4]. So kann sich eine Antibiotikaeinnahme, wahrscheinlich durch Einfluss auf die 
Mikroflora, noch über ein Jahr lang negativ auf die Enterolignan-Konzentration im Körper 
auswirken [131, 241]. Auch Fettleibigkeit und Rauchen sind negativ, Obstipation hingegen 
positiv mit der Enterolacton-Plasmakonzentration assoziiert [132].  
Das in dieser Arbeit eingesetzte pflanzliche Secoisolariciresinol-Diglykosid (SDG) wird nach 
Hydrolyse zum Aglykon Secoisolariciresinol über eine Dehydroxylierung und Demethylierung 
zu Enterodiol umgesetzt. Enterodiol wird wiederum zu Enterolacton oxidiert. Matairesinol 
wird über eine Demethylierung und Dehydroxylierung direkt zu Enterolacton verstoffwechselt 
(Abb. 8) [109, 145]. Im Anschluss an die Resorption unterliegen Lignane, wie auch Steroid-
hormone, einem enterohepatischen Kreislauf. Nach Glucuronidierung und Sulfatierung in der 
Leber werden sie über Urin und Galle ausgeschieden und teilweise im Darm erneut dekonju-
giert und resorbiert [16, 263].  
 
1.5.1.3 WIRKUNG AM KLASSISCHEN ESTROGENREZEPTOR 
 
Die Säuger-Lignane haben eine höhere physiologische Aktivität als deren pflanzliche Vorstu-
fen. In-vitro-Studien an verschiedenen Zellarten zeigen, dass Enterolacton dennoch nur we-
niger als 1/1.000 der Bindungsaffinität zum Estrogenrezeptor von 17β-Estradiol besitzt. Im 
Gegensatz zu den meisten anderen Phytoestrogenen wie z. B. Genistein oder Coumesterol 
ist die Bindungsaffinität von Enterolacton zum ERα stärker als zum ERβ [191]. Auch die Po-
tenz (potency) die Estrogen-Rezeptoren zu aktivieren und die maximale Wirkstärke (efficacy) 
ist bei Enterolacton und Enterodiol im Vergleich zu Estradiol nur schwach ausgeprägt [191, 
288]. Bei gleichzeitiger Gabe mit 17β-Estradiol kann Enterolacton dessen Aktivität um        
20–40 % reduzieren. Es wird daher als partieller Agonist / Antagonist bezeichnet [191]. 
 
1.5.1.4  ERE-UNABHÄNGIGE WIRKUNGSMECHANISMEN 
 
Neben der direkten rezeptorvermittelten Wirkung werden Phytoestrogenen auch Auswirkun-
gen auf die Sexualhormonspiegel, Signalwege der Zelle, Zellzyklus, Zelltod, Epigenetik und 
Angiogenese zugeschrieben [24].  
Über die Inhibition der Aromatase [5, 32] und der 17β-Hydroxysteroid-Dehydrogenase [32] 
können Enterodiol und Enterolacton in-vitro die Estrogensynthese hemmen. Durch eine 
Hemmung der 17β-Hydroxysteroid-Dehydrogenase und der 5α-Reduktase wird auch die 




5α-Dihydrotestosteron in-vitro reduziert [82]. Zudem sind hohe Enterodiol- und Enterolacton-
konzentrationen in Plasma und Urin positiv mit der SHBG-Konzentration assoziiert [3, 6, 
304], wodurch mehr aktive Sexualhormone gebunden werden können. 
Weiterhin wurde in einer Studie von Xiong et al. aus dem Jahr 2015 nachgewiesen, dass 
Enterolacton in-vitro in ER-negativen Zellen zu einer verminderten Expression von Zellzyk-
lus-Regulatoren wie Cyclin E1 und A2 und einer geringeren Aktivierung des FAK / paxillin- 
Signalwegs führt, der mit der Invasion und Migration von Zellen assoziiert ist [300]. Auch auf 
den Signalweg ERK / NK-κB / Snail hat Enterolacton in-vitro einen modulierenden Einfluss, 
wodurch über Inhibition von TGF-β potenziell eine Metastasierung verhindert werden könnte 
[166]. Die verringerte Expression von Matrix Metalloproteinasen (MMPs) durch Enterolacton 
in Estrogenrezeptor-positiven und -negativen Zellen in-vitro kann möglicherweise ebenfalls 
Invasion und Metastasierung von Mammakarzinomzellen beeinflussen [167]. 
Darüber hinaus konnten in-vivo unter Lignanexposition eine Abnahme des Plasmaspiegels 
des Wachstumshormons IGF-1 [224] und sowohl bei ER-positiven [22, 234], als 
auch -negativen Mammatumoren [41] eine Reduktion des Wachstumsfaktors VEGF sowie 
des Zellproliferations-Markers Ki-67 nachgewiesen werden. Bei Hormonrezeptor-negativen 
Karzinomen wurde in Studien zusätzlich eine Abnahme von IGF-1 und EGFR festgestellt [41, 
62]. Auch in einer klinischen Studie zeigte sich bei Supplementierung von Secoisolariciresi-
nol-Diglykosid über 12 Monate eine leichte, signifikante Reduktion von Ki-67 [83]. In ver-
schieden Studien zeigten Secoisolariciresinol und vor allem Enterolacton und Enterodiol zu-
dem moderate antioxidative Wirkungen in-vitro [135, 214].  
  
1.5.1.5 LIGNANE UND BRUSTKREBS 
 
Adlercreutz et al. vermuten, dass ein Anteil an der geringen Brustkrebsinzident in Ostasien 
im Vergleich zum westlichen Durchschnitt auf die phytoestrogenreiche Ernährung in diesem 
Raum zurückzuführen ist [2, 4]. Der deutliche Anstieg der Brustkrebsinzidenz in den vergan-
genen Jahrzehnten, beispielsweise in Japan oder China [254], wird unter anderem einer 
Veränderung der Traditionen, insbesondere der Anpassung von reproduktiven Faktoren, 
Lebensstil und Ernährungsgewohnheiten an die westlichen Länder in Verbindung gebracht 
[65, 124, 212, 244]. Erkenntnisse aus Migrationsstudien bekräftigen diesen Zusammenhang. 
1993 zeigte eine Studie, dass das Brustkrebsrisiko von Frauen, die aus China, Japan oder 
den Philippinen in die USA ausgewandert waren, über Generationen anstieg und sich 
schließlich an das durchschnittliche Risiko amerikanischer Frauen annäherte [308]. Eine wei-
tere Studie, die Brust- und Prostatainzidenz von Einwanderern aus verschiedenen ethni-
schen Gruppen in die USA mit der Inzidenz aus deren Heimatland verglich, erzielte ähnliche 




ihrem Heimatland deutlich höher, insbesondere bei Frauen die schon in frühen Lebensjahren 
einwanderten [243]. Die genetische Veranlagung überzeugte als einzige Ursache für diesen 
Zusammenhang nicht. Lebensstil und Ernährung rücken zunehmend in den Fokus. Welche 
Rolle Phytoestrogene dabei spielen ist Schwerpunkt vieler Forschungsgruppen. Lignane, als 
Hauptvertreter der Phytoestrogene in der westlichen Ernährung, sind dabei Gegenstand die-
ser Arbeit.  
 
Nach dem Nachweis von zum Teil antiproliferativer [190, 284] und antioxidativer [135, 214] 
Einflüsse von Lignanen auf Mammakarzinomzellen in-vitro bekräftigten auch in-vivo- Unter-
suchungen die Ergebnisse. Versuche mit ovarektomierten Mäusen zeigten, dass eine Injek-
tion von END und ENL [22, 213] oder eine Diät mit 10 % Leinsamen [22, 40, 234] zur Rück-
bildung von humanen MCF-7-Tumoren (ER-positiv) führte. Auch ein Rückgang von Zellinva-
sion und Angiogenese konnte beobachtet werden [233]. Zudem zeigten Studien, dass eine 
Diät mit 10 % Leinsamen [41, 62, 285] und die Supplementierung mit SDG [285] in Mäusen 
sowohl Wachstum als auch Metastasierung auch von ER-negativen humanen MDA-MB-435-
Tumoren deutlich hemmt. Einige humane Studien zeigten ebenfalls eine unterschiedlich 
stark ausgeprägte signifikante Assoziation zwischen erhöhten Enterolacton-
Plasmakonzentrationen [141, 200, 240] bzw. lignanreicher Ernährung [33, 174] und einer 
verringerten Brustkrebs-Mortalität sowie teilweise Gesamt-Mortalität und krankheitsfreiem 
Überleben. Buck et al. untersuchten 2010 in einer Metaanalyse aus 11 prospektiven Kohor-
ten-Studien und 10 Fall-Kontroll-Studien den Zusammenhang zwischen der Aufnahme 
pflanzlicher Lignane, Aufnahme von Enterolignanen sowie der Enterolacton-Konzentration in 
Blut und Urin mit dem Risiko an Brustkrebs zu erkranken. Insgesamt ergab die gepoolte 
Analyse, bei signifikanter Heterogenität der Studien, keine signifikante Senkung des Brust-
krebsrisikos bei Vergleich der höchsten mit der niedrigsten Lignan-Exposition, sowohl kalku-
liert über die Lignanaufnahme als auch anhand der Biomarker in Blut und Urin (RR: 0,92; 
95 % KI: 0,81–1,02). Bei Differenzierung zwischen prä- und postmenopausal konnte lediglich 
bei postmenopausalen Frauen eine negative Assoziation festgestellt werden (RR: 0,86; 95 % 
KI: 0,78–0,94) [34]. 
 
Zusammenfassend lässt die aktuelle Studienlage aufgrund nicht-eindeutiger Ergebnisse kei-
ne Rückschlüsse und Empfehlungen in Bezug auf das Mammakarzinom zu. Um Patienten zu 
identifizieren, die von einer präventiven oder therapeutischen Lignan-Substitution profitieren 









Das Mammakarzinom ist der häufigste maligne Tumor und die häufigste Krebstodesursache 
der Frau weltweit. Lebensstil und Ernährungsgewohnheiten sind aufgrund der erheblichen 
geographischen Unterschiede in der Brustkrebsinzidenz Gegenstand zahlreicher For-
schungsgruppen. Vor allem der phytoestrogenreichen Sojapflanze im asiatischen Raum wird 
eine entscheidende Rolle der vergleichsweise geringen Brustkrebshäufigkeit in diesem 
Raum beigemessen. So werden zunehmend auch die Leinpflanze und darin enthaltene Lig-
nane, die den größten Anteil der Phytoestrogene in der Nahrung in westlichen Kulturkreisen 
ausmachen, hinsichtlich einer möglichen antitumorigenen Wirkung untersucht. Das Ziel der 
Arbeit war es, die potenzielle tumorpräventive bzw. -therapeutische Wirkung isolierter Ligna-
ne auf unterschiedlich veränderte Zellen der Mamma zu beurteilen. Hierzu wurde der Ein-
fluss der vier kommerziellen Lignane Secoisolariciresinol, Matairesinol, Enterolacton und 
Enterodiol auf die benigne fibrozystisch veränderte Mammazelllinie MCF-12A, eine unverän-
derte epitheliale Primärkultur der Mamma (HMEC) sowie die maligne entartete sarkomatöse 
Mammakarzinom-Zelllinie Hs 578T in-vitro untersucht. Die Wirkung der Lignane auf Zytotoxi-
zität, Zellproliferation und Zellmetabolismus der verschiedenen Zellen ermittelten wir mittels 
LDH- und BrdU-Test sowie der Bestimmung des oxidativen Stresses, des Glukoseverbrau-
ches und des pH-Wertes. Die Ergebnisse wurden untereinander sowie mit der Wirkung der 
Kontrollsubstanzen 17β-Estradiol und des synthetischen SERMs Tamoxifen verglichen.  
Folgende Fragestellungen sollen beantwortet werden: 
 
 Welchen Einfluss haben kommerzielle Lignane auf Proliferation und Vitalität? Zeigen 
die Lignane eine konzentrationsabhängige Wirkung? 
 
 Welche Wirkung üben die die genutzten Lignane auf benigne und maligne Mamma-
tumorzellen aus? Zeigen sich Unterschiede zwischen den Tumorzellen und den nor-
malen Mammaepithelzellen (HMEC)?  
 
 Inwieweit spielt der Rezeptorstatus eine Rolle?  
  
 Wie wirken sich die Lignane im Vergleich zum natürlichen Estrogen 17β-Estradiol und 
zum SERM Tamoxifen auf die oben genannten Parameter aus? 
 
 Sind Lignane potenzielle Kandidaten für einen präventiven oder therapeutischen Ein-
satz im Zusammenhang mit dem Mammakarzinom? 
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Eine detaillierte Auflistung der einzelnen Materialien – Zelllinien, Test- und Kontrollsubstan-
zen, Chemikalien, Puffer und Lösungen, Test-Kits, Antikörper, Verbrauchsmaterialien sowie 





Die Wirkung der vier kommerziellen Lignane wird in dieser Arbeit an drei unterschiedlich ver-
änderten humanen Mamma-Epithelzelllinien – MCF-12A, Human Mammary Epithelial Cells 












Die benigne veränderte Zelllinie MCF-12A entstammt fibrozystisch erkranktem Brustdrüsen-
gewebe einer 60-jährigen postmenopausalen kaukasischen Frau, welche an der kontralate-
ralen Brust an einem invasiv-duktalen Mammakarzinom erkrankt war. Die Zellen wurden 
erstmals im Jahr 1992 von Paine et al. charakterisiert und durch Langzeitkultivierung immor-
talisiert [204]. Es handelt sich um eine adhärent wachsende Zelllinie mit einer Populations-
Verdopplungszeit von etwa 19 Stunden [204]. Die Zellen haben eine rundliche Morphologie 
und exprimieren sowohl Estrogen- als auch Progesteronrezeptoren.  




Abb. 9: Lichtmikroskopische Aufnahme der Zelllinien (Vergrößerung 20 x); a) Zelllinie MCF-12A; 
b) HMEC; c) Zelllinie Hs 578T. Jeweilige Zellen exemplarisch mit schwarzem Pfeil markiert. 




An zweiter Stelle dient die Primärkultur der HMEC der 5. Passage als Vergleich (Abb. 9b). 
Dabei handelt sich um unveränderte humane Mamma-Epithelzellen, die aus dem Brustge-
webe einer erwachsenen Frau gewonnen wurden. Die Zellen bilden eine kubische Morpho-
logie mit charakteristischem Wirbelmuster der Zellen aus und exprimieren sowohl Estrogen- 
als auch Progesteronrezeptoren. Sie wachsen wie die anderen Zelllinien adhärent und ha-
ben üblicherweise eine Populations-Verdopplungszeit von 24 bis 30 Stunden [267]. 
 
Hs 578T:  
Die maligne Zelllinie Hs 578T wurde aus einem sarkomatösen Mammakarzinom einer 
74-jährigen postmenopausalen kaukasischen Frau entnommen und 1977 von Hackett et al. 
charakterisiert [100]. Die Zellen wachsen ebenfalls adhärent und zeigen eine Verdopplungs-
zeit der Population von 34 Stunden [117]. Im Gegensatz zu MCF-12A zeigt diese Zelllinie 
eine sternförmige Morphologie und zeichnet sich laut Zellbank der American Type Culture 
Collection (ATCC) durch das Fehlen von Steroidrezeptoren aus [13].  
In dieser Arbeit wurden die Passagen 10 bis 21 verwendet (Abb. 9c). 
 
3.1.2 ZELLKULTURMEDIEN UND ZUSÄTZE 
 
MCF-12A 
Für die Zelllinie MCF-12A wurde 500 ml des Mediums Hams Nutrient Mixtures (Ham`s) F-12 
mit L-Glutamin, 25 mM 2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-ethansulfonsäure (HEPES) und 
1,176 g/l NaHCO3 (Natriumhydrogencarbonat) von PAN Biotech verwendet und mit 10 % 
Pferdeserum, 2 % Mammary Epithelial Cell Supplement, sowie mit 0,2 % Penicillin / Strep-
tomycin und 0,5 % Amphotericin B versetzt. 
Das zum Einfrieren der MCF-12A Zellen verwendete Medium setzte sich aus 80 ml 
Ham`s F-12 und den oben beschriebenen Zusätzen, sowie zusätzlich 10 % Pferdeserum und 
10 % Dimethylsulfoxid (DMSO) zusammen. 
 
Hs 578T 
Zur Zellkultivierung der Linie Hs 578T wurde ein Nährmedium aus 500 ml Dulbecco`s Modifi-
ed Eagle Medium (DMEM) mit L-Glutamin, 3,7 g/l NaHCO3, 4,5 g/l D-Glucose mit oder ohne 
Phenolrot von c.c.pro bzw. Biochrom und Zugabe von 5 mg Insulin,10 % fetalem Kälberse-
rum (FKS), 0,2 % Penicillin / Streptomycin und 0,5 % Amphotericin B verwendet.  
Für die Kryokonservierung der Zelllinie Hs 578T wurde 80 ml des Nährmediums mit den 
oben beschriebenen Zusätzen mit zusätzlich 10 % FKS und 10 % DMSO versetzt.  
 




Für die empfindlichen HMEC wurde ein spezielles Mammary Epithelial Cell Basal Medium 
von PromoCell verwendet und 2 % Mammary Epithelial Cell Supplement, 0,2 % Penicillin / 





3.2.1 KULTIVIERUNG DER ZELLEN 
 
Zum Schutz der Zellkulturen vor mikrobieller Kontamination erfolgten die Kultivierung und 
Zelltestung in aseptischer Arbeitsweise an einer sterilen Werkbank. 
 
Auftauen der Zellen 
Zur Kultivierung der Zellen mussten diese zunächst aus der Kryokonservierung in flüssigem 
Stickstoff (-190 °C) entnommen und in Zellkulturflaschen überführt werden. Die gefrorene 
Zellsuspension aus ca. 1 x 106 Zellen / ml Medium wurde aufgetaut und zusammen mit 5 ml 
Nährmedium in ein 50 ml Zentrifugenröhrchen überführt. Um das im Einfriermedium enthal-
tene zytotoxische DMSO zu entfernen, zentrifugierten wir die Suspension der MCF-12A-
Zellen für 6 Minuten bei 1.200 Umdrehungen pro Minute (UpM) und die der HMEC- und 
Hs 578T-Zellen für 5 Minuten bei 1.000 UpM. Um das entstandenen Pellet nicht zu zerstö-
ren, wurde die Bremsfunktion der Zentrifuge auf 0 heruntergeregelt. Der Überstand über dem 
Pellet am Boden konnte abgezogen und das Pellet in 5 ml frischem Nährmedium resuspen-
diert werden. Die Suspension wurde in eine kleine (25 cm2) Zellkulturflasche überführt und in 
einem wasserdampfgesättigten Brutschrank bei 37 °C und 5 % CO2 inkubiert.  
 
Mediumwechsel 
Das Wachstumsverhalten und die Morphologie der adhärenten Zellen wurde täglich lichtmik-
roskopisch überprüft und jeweils am zweiten bis dritten Tag ein Mediumwechsel durchge-
führt. Hierzu saugten wir das alte Medium von der unbewachsenen Seite der Zellkulturfla-
sche mit einer Stabpipette ab und gaben je nach Größe der Flaschen 5, 15 oder 25 ml fri-
sches Nährmedium hinzu.  
 
Passagieren der Zellen 
Bei einer Konfluenz von 70–80 % erfolgte das Passagieren und Überführen der Zellen in 
eine nächst größere Zellkulturflasche. Das alte Medium wurde dazu entfernt und die Zellen 
mit 5 ml phosphatgepufferter Salzlösung (PBS) gewaschen. Dabei werden Zell- und Medi-
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umrückstände abgespült und divalente Kationen ausgewaschen, welche die Trypsinwirkung 
beeinträchtigen [99]. Anschließend erfolgte je nach Größe der Zellkulturflasche die Zugabe 
von 2,5 bis 5 ml Trypsin-EDTA in einer Verdünnung von 1:10 mit PBS. EDTA (Ethylendia-
mintetraessigsäure) spaltet als Ca2+-Chelator vorwiegend die Zell-Zell-, Trypsin als proteoly-
tisches Enzym die Zell-Matrix-Verbindungen, wodurch sich die Zellen aus dem Zellverband 
und von dem Kulturflaschenboden lösen [99]. Bis zum vollständigen Ablösen der Zellen von 
dem Flaschenboden erfolgte die Inkubation im Brutschrank bei 37 °C. Um eine Zellschädi-
gung zu verhindern, wurde nach vollständigem Ablösen der adhärenten Zellen in Abhängig-
keit der Trypsin-Menge 5–10 ml DMEM mit 10 % FKS zum Abstoppen der Trypsinierung 
hinzugegeben. Anschließend erfolgte das Überführen der Suspension mit einer Pipette in ein 
50 ml Zentrifugenröhrchen. Das Serum führt zu einer sofortigen Inaktivierung des Trypsins 
und bindet teilweise das zytotoxische EDTA [99]. Nach Zentrifugation für 5 Minuten ohne 
Bremsfunktion bei 1.000 UpM bzw. 1.200 UpM wurde der Überstand dekantiert und das Zell-
Pellet in 5 ml Nährmedium mit der Pipette resuspendiert. Die Zellsuspension überführten wir 
in eine neue Zellkulturflasche. Nach Zugabe von 10 ml frischem Nährmedium bei einer 
75 cm² Zellkulturfalsche bzw. 20 ml Medium bei einer 150 cm² Zellkulturflasche wurden die 
frisch passagierten Zellen bei 37 °C und 5 % CO2 in wasserdampfgesättigter Atmosphäre im 
Brutschrank inkubiert. 
 
Kryokonservierung der Zellen 
Die Langzeit-Aufbewahrung der Zellen erfolgte mittels Kryokonservierung bei -190 °C in flüs-
sigem Stickstoff. Hierzu wurden je 1,5 ml Zellsuspension aus 1 x 106 Zellen und dem jeweili-
gen Einfriermedium in ein Kryoröhrchen gegeben. Diese kamen in einen speziellen Einfrier-
becher, der mit gekühltem Isopropanol ummantelt ist. Dort verblieben sie für mindestens 
10 Stunden bei -85 °C. Diese Prozedur ermöglicht das Herunterfrieren von 1 °C pro Minute. 
Anschließend folgte die Kryokonservierung im Flüssigstickstoff. 
 
3.2.2 VORBEREITUNG DER TESTVERFAHREN 
 
Um die biochemischen Assays und die Stoffwechsel-Tests bei Mehrfachtestung unter glei-
chen Bedingungen durchführen zu können, müssen die lebenden Zellen in einer definierten 
Anzahl auf die Mikrotiterplatten (MP) aufgebracht werden. Im Vorfeld ist daher die Bestim-
mung der Zellzahl in der jeweiligen Zellkulturflasche und anschließend die Verdünnung der 
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3.2.2.1 BESTIMMUNG DER ZELLZAHL 
  
Die Zellzählung erfolgte mit Hilfe einer Bürker-Zellenzählkammer (Abb. 10a). Dabei handelt 
es sich um eine flache Glaskammer von definierter Tiefe, die in ein Spezialglas von der Grö-
ße eines Objektträgers eingelassen ist. Sie besitzt zwei Zählnetze auf der Bodenfläche. Je-
des Zählnetz zeigt 9 Großquadrate mit einer Fläche von je 1 mm2. Jedes Großquadrat ent-
hält wiederum 4 x 4 Zählquadrate mit je 0,04 mm2 Fläche und je 9 der kleinsten Zählquadra-
te mit einer Fläche von 0,0025 mm2 (Abb. 10b) [211]. Werden nach Aufbringen eines Deck-
glases auf die Glaskammer die sogenannten Newtonschen Ringe sichtbar kann man von 
einem korrekten Sitz des Deckglases und einer definierten Zählkammertiefe von 0,1 mm 
















Hierzu wurden die adhärenten Zellen zunächst analog der ersten oben beschriebenen 
Schritte zur Passagierung vom Boden der Zellkulturflasche abgelöst und das entstandene 
Pellet in 5 ml Medium resuspendiert. 
 
Zur Vorbereitung der Zellzählung wurden 360 µl des jeweiligen Nährmediums in ein 1,5 ml 
fassendes Reaktionsgefäß pipettiert. Das Medium wurde mit 20 µl der vorbereiteten Zellsus-
pension und 20 µl Trypanblau versetzt und mit der Pipette durchmischt, wodurch eine Ver-
dünnung der Zellen von 1:20 entstand. Trypanblau ist ein saurer Farbstoff aus der Gruppe 
der Azofarbstoffe, der durch eine defekte Zellmembran in das Zytosol der Zellen eindringen 
und als Anion an intrazelluläre Proteine binden kann. So färben geschädigte oder tote Zellen 
tiefblau an. Die intakte Zellmembran lebender Zellen kann der Farbstoff aufgrund seiner 
Abb. 10: a) Schematische Darstellung einer Zellenzählkammer, modifiziert nach Neuendorf 2015 
[196]; b) Schematische Darstellung eines Zählnetztes nach Bürker; c) Mäanderförmiges Auszählen 
der vitalen Zellen in der Zählkammer, in Anlehnung an Gstraunthaler und Lindl 2013 [98]. 
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Größe (M = 960,8 g/mol) und Ladung nicht passieren. So ist gewähreistet, dass nur vitale, 
lichtmikroskopisch leuchtend hell erscheinende Zellen in die Zellzählung eingerechnet und 
tote, lichtmikroskopisch blaue Zellen, vernachlässigt werden [236]. 
Pro Zählnetz pipettierten wir 10 µl der Suspension an die Kanten des Deckglases. Durch 
Kapillarkräfte wird die Suspension passiv in die beiden Bürker-Zellzählkammern gesaugt und 
verteilt sich dort gleichmäßig [99]. 
 
Mit dem Lichtmikroskop erfolgte das mäanderförmige Auszählen der vitalen Zellen (n) aus 
zwei verschiedenen Großquadraten (= 16 Kleinquadrate) pro Zählkammer (Abb. 10c). Dabei 
wurden die Zellen innerhalb des Großquadrats, sowie die auf dem oberen und linken Rand 
der Begrenzung liegenden Zellen eingeschlossen (Abb. 10b). Unter Berücksichtigung des 
Verdünnungs- (x 10) und Kammerfaktors (x 104) konnte mit folgender Formel (A) [236] die 
Gesamtzahl (nGesamt) der lebenden Zellen berechnet werden: 
 





Die Testsubstanzen Enterodiol, Enterolacton, Secoisolariciresinol und Matairesinol sowie die 
Kontrollsubstanzen 17β-Estradiol und Tamoxifen wurden in reiner, pulverisierter Form vom 
Forschungslabor der UFK Rostock kommerziell erworben.  
 
Testsubstanzen 
Im ersten Schritt wurden jeweils 5 mg der jeweiligen Substanz in 1 ml absoluten Ethanol  
(EtOH) gelöst, sodass von jedem Stoff eine Stammlösung mit einer Konzentration von 
5000 µg/ml entstand. Um den Einfluss der vier Lignane in unterschiedlichen Konzentrationen 
testen zu können stellten wir im zweiten Schritt für jedes Lignan eine Verdünnungsreihe mit 
dem jeweiligen Nährmedium her. Sie ist der Tab. 2 zu entnehmen. Mittels Vortex-Mixer wur-
de eine gleichmäßige Durchmischung der Substratlösungen während der Herstellung der 
Verdünnungsreihe sichergestellt. Auf den Mikrotiterplatten ergaben sich durch das Verhältnis 
von 1:100 zur Zellsuspension die Endkonzentrationen 50 µg/ml, 10 µg/ml, 5 µg/ml und 
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1 5000  Stammlösung  5 mg Substanz + 1 ml EtOH abs. 
2 1000  1:5 200 µl von 1 + 800 µl EtOH abs. 
3 500  1:2 300 µl von 2 + 300 µl EtOH abs. 
4 100  1:5 100 µl von 3 + 400 µl EtOH abs. 
 
Kontrollsubstanzen  
Als Basiskonzentration von Estradiol hat sich eine Konzentration von 1 x 10-9 mol/l bewährt. 
Hierzu wurden zunächst 2,7 mg Estradiol in 1 ml Ethanol absolut gelöst (≙ 1 x 10-2 mol/l) und 
mit Ethanol über eine Verdünnungsreihe auf 1 x 10-7 mol/l gebracht. Auf den Platten ergab 
sich so die Zielkonzentration von 1 x 10-9 mol/l. 
Für das Tamoxifen lösten wir 5,6 mg der Substanz in 1 ml Ethanol absolut (≙ 1 x 10-2 mol/l), 
sodass wir auf den Mikrotiterplatten die gewünschte Konzentration von 1 x 10-4 mol/l erziel-
ten. 
 
3.2.3 IMMUNHISTOCHEMIE (IHC) 
 
Die Immunhistochemie ist eine Methode zur Detektion von Zellstrukturen, sog. Epitopen, 
durch eine Antigen-Antikörper-Reaktion. Das hier angewendete Verfahren beruht auf einem 
Farbumschlag am Ort der nachzuweisenden Epitope durch an Antikörper gekoppelte Enzy-
me. In dieser Arbeit wurden die Zelllinien mithilfe des ImmPRESS UNIVERSAL Reagent Kit 
von Vector Laboratories und dem HRP-Substrate LinRed IHC von LINARIS auf die Expres-
sion der Steroidrezeptoren ERα, ERβ sowie den PR untersucht. 
 
Bei dieser Nachweismethode bindet zunächst ein Primärantikörper spezifisch an das Epitop 
der Zelle, hier den entsprechenden Steroidrezeptor. Nachfolgend wird ein hochaffiner se-
kundärer Antikörper eingesetzt, der an ein Mikropolymer aus hochaktiven Enzymen, der sog. 
Meerrettich-Peroxidase (Horseradish peroxidase, HRP) gekoppelt ist. Bindet der Sekun-
därantikörper den Epitop-Primärantikörper-Komplex, kommt es zur Aktivierung der HRP. Bei 
Zugabe des LinRed-Substates entsteht durch dessen enzymatische Oxidation durch die 
Peroxidase ein roter Farbstoff (Abb. 11). So erscheinen Bereiche, die den jeweiligen Rezep-
tor tragen rot, während die übrigen rezeptorfreien Bereiche farblos bleiben. 
 














Durch Inkubation der Zellen mit Wasserstoffperoxid (H2O2) vor der immuhistochemischen 
Reaktion wird die endogene Peroxidase-Aktivität der Zellen gehemmt und durch Zugabe von 
Serum eine unspezifische Bindung des Enzymkomplexes an Proteine verhindert [280]. Um 
eine Verfälschung der Ergebnisse durch unspezifische Bindungen des Primärantikörpers 
oder durch Ablagerung von Farbstoffpigmenten im Medium auszuschließen wird eine Nega-




Zur Vorbereitung auf die Immunhistochemie wurde die Zellsuspension nach der Zellzählung 
auf 150–200.000 Zellen / ml mit dem jeweiligen Nährmedium verdünnt und je 300 µl / Well 
auf einer 24-Well Mikrotiterplatte ausgesät. Bis zur Ausbildung der zelltypischen Morphologie 
erfolgte die Inkubation für 48–72 Stunden im Brutschrank bei 37 °C und 5 % CO2 in wasser-
dampfgesättigter Atmosphäre.  
 
Tag 1: Am 1. Tag wurde das Medium abgezogen und die Zellen drei Mal mit je 300 µl     
PBS / Well gewaschen. Die Zellen wurden mit je 300 µl Formafix 4 % / Well für 30 Minuten 
bei Raumtemperatur fixiert und erneut drei Mal wie oben beschrieben mit PBS gewaschen. 
Nach Inkubation mit je 300 µl 0,3 % H2O2 / Well für 30 Minuten mussten die Zellen erneut 
zweimalig mit PBS gewaschen und dabei jeweils für 5 Minuten mit dem PBS inkubiert wer-
den. Nach der Zugabe von je 4 Tropfen Pferdeserum pro Well erfolgte eine Inkubation für 
20 Minuten bei Raumtemperatur. Das Pferdeserum wurde dann, ausgenommen bei der Ne-
gativprobe, wieder entfernt und 200 µl Primärantikörper pro Well hinzugegeben. Hierbei wur-
de pro Zelllinie je ein Well mit einem ERα- und ERβ-Antikörper, beide im Verhältnis 1:10 ver-
dünnt mit PBS, sowie ein Well mit einem PR-Antikörper (ready to use) versehen und für 
24 Stunden bei 8 °C im Kühlschrank inkubiert. 
Abb. 11: Schematische Darstellung der immunhistochemischen Reaktion, angelehnt an Vector Labo-
ratories [279]. 
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Tag 2: Am 2. Tag wurde der Primärantikörper entfernt, die Zellen wie oben beschrieben 
drei Mal mit PBS gewaschen und für 30 Minuten mit je 4 Tropfen Sekundärantikörper pro 
Well bei Raumtemperatur inkubiert. Nach erneutem dreimaligen Waschen mit PBS erfolgte 
die Inkubation der Zellen mit 200 µl LinRed-Substrat pro Well für 5–30 Minuten im Dunkeln 
bei Raumtemperatur. Das Substrat wurde dekantiert und die Farbreaktion mit je 300 µl Lei-

























Der LDH-Test ist eine photometrische Methode, mit der in-vitro anhand der ermittelten LDH-
Aktivität eine quantitative Aussage über das Ausmaß der Zelllyse und damit der Zytotoxizität 
von Testsubstanzen getroffen werden kann. In dieser Arbeit wurde das Cytotoxicity Detec-
tion Kit (LDH) von Roche verwendet. 
 
Die Laktatdehydrogenase (LDH) ist ein stabiles intrazelluläres Enzym, das im Zytoplasma 
nahezu aller Zellen des Körpers vorkommt und dort den letzten Schritt der anaeroben Glyko-
lyse katalysiert. Bei toten oder stark geschädigten Zellen kommt es zu einem Verlust der 
Integrität der Zellmembran. Die Zellmembran wird für große Moleküle permeabel und die 
hochmolekulare LDH wird rasch nach extrazellulär in das Zellkulturmedium freigesetzt [236]. 
Die Aktivität der akkumulierten LDH im Überstand kann dann mit Hilfe eines enzymatischen 
Tests ermittelt werden. Die Grundlage hierfür liefern die durch die Laktatdehydrogenase ka-
talysierten biochemischen Reaktionen: Im ersten Schritt wird während der LDH-katalysierten 
Oxidation von Laktat zu Pyruvat das Coenzym NAD+ zu NADH / H+ reduziert. Im zweiten 
Schritt wird ein weiteres Enzym, die Diaphorase, hinzugegeben. Diese katalysiert die Über-
tragung des H / H+ von NADH / H+ auf das ebenfalls zugefügte gelbe Tetrazoniumsalz 
2-[4-Iodophenyl]-3-[4-nitrophenyl]-5-phenyltetrazolium chloride) INT, welches dadurch zum 
roten Reaktionsprodukt Formazan reduziert wird (Abb. 12). Da dieser Farbstoff ein breites 
Extinktionsmaximum um 500 nm hat und das Tetrazolium Salz INT keine signifikante Extink-
tion bei diesen Wellenlängenbereich zeigt erfolgte die photometrische Bestimmung bei 













 Abb. 12: Reaktionsschema des LDH-Testes, modifiziert nach Roche Applied Science 2005 [228]. 
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Die Höhe der LDH-Aktivität im Zellüberstand korreliert direkt mit der Menge des gebildeten 
Farbstoffs Formazan in einer bestimmten Zeit, die sich wiederum proportional zur Anzahl 
lysierter Zellen verhält. So kann direkt auf die Zytotoxizität des jeweils zugegebenen Stoffs 
geschlossen werden. 
 
Neben den Testsubstanzen werden einige Vergleichs- und Kontrollsubstanzen mitgeführt. 
Um die Zellschädigung unter Einwirkung der Substrate mit der Zelllyse unbehandelter Zellen 
zu vergleichen wurde die Negativkontrolle 1 (NK 1) aus Zellen, Medium und dem Lösungs-
mittel Ethanol mitgeführt. Als Negativkontrolle 2 (NK 2) dienten Zellen, die nur mit Medium 
behandelt wurden. Sie lieferte eine Aussage über die LDH-Aktivität, die spontan von den 
Zellen ohne jegliche Zusätze freigesetzt wurde und ließ durch den Vergleich mit der Negativ-
kontrolle 1 eine Aussage über die Zytotoxizität des Lösungsmittels Ethanol zu. Neben den 
Kontrollen mit Zugabe von Tamoxifen und 17β-Estradiol wurde auch eine Positivkontrolle 
(PK) mit TritonX-100 durchgeführt. Dabei handelt es sich um einen hoch zytotoxischen Stoff, 
der sich in die Lipiddoppelschicht der Membranen von Zellen einlagert und deren Permeabili-
tät erhöht [99]. Die LDH-Aktivität in dieser Probe wird mit einem Zellschaden von 100 % 
gleichgesetzt. Die Eigenaktivität der LDH im Nährmedium wurde durch eine Hintergrundkon-
trolle ermittelt, die lediglich das jeweilige Nährmedium enthält. Bei den späteren Berechnun-




Tag 1: Für die LDH-Bestimmung erfolgte nach der Zellzählung (siehe Kapitel 3.2.2.1) die 
Verdünnung der Zellsuspension mit dem entsprechenden Medium auf 300.000 Zellen / ml. 
Je 100 µl der verdünnten Zellsuspension wurden pro Well auf eine 96-Well-Mikrotiterplatte 
gegeben und die Zellen bis zur Adhärenz am Boden für etwa 24 Stunden bei 37 °C und 5 % 
CO2 inkubiert.  
 
Tag 2: Am zweiten Tag wurde das Nährmedium zunächst verworfen und durch 198 µl fri-
sches Nährmedium ersetzt. Bei der Zelllinie Hs 578T wurde Medium ohne Phenolrot und 
reduziertem FKS-Anteil (1 %) verwendet. Je 2 µl der Testsubstanzen in den unterschiedli-
chen Verdünnungen sowie je 2 µl Tamoxifen und 17β-Estradiol wurden nach dem Schema in 
Abb. 13 auf die entsprechenden Wells gegeben. Ebenso verfuhren wir mit dem Ansatz mit 
Ethanol absolut. In den Wells entstand so ein Verhältnis von der jeweiligen Substanz zur 
Zellsuspension von 1:100. Für die Triton-Kontrolle wurde TritonX-100 im Verhältnis von 
1:100 mit dem jeweiligen Nährmedium verdünnt. Das Medium wurde aus den entsprechen-
den Wells entfernt und 200 µl der 1 %-igen Triton-Medium-Suspension aufgetragen. Zu den 
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Wells in denen lediglich die LDH-Konzentration des Mediums bestimmt werden sollte wurden 
200 µl Medium hinzugefügt. Den Zellen der NK 1 wurde über das Medium hinaus nichts Wei-
teres zugesetzt. Pro Ansatz wurden für alle Substanzen und Kontrollen stets 4 Wells befüllt. 




















Tag 3: Am dritten Tag wurden aus jedem Well 100 µl des zellfreien Überstandes nach glei-
chem Auftragungsprinzip in das äquivalente Well einer neuen 96-Well-Platte pipettiert. Die 
Reaction Mixture aus Katalysator und Farbstofflösung wurde herstellergerecht im Verhältnis 
1:46 angesetzt und je 100 µl der Lösung auf jedes Well der neuen Mikrotiterplatte gegeben. 
Es folgte die Inkubation der Platte für 5–30 Minuten bei Raumtemperatur ohne Lichteinfluss 
und das Abstoppen der Reaktion mit 50 µl 1M Salzsäure (HCL) pro Well. Die Quantifizierung 
des Farbstoffes erfolgte photometrisch nach einer Mix-Zeit von 5 Sekunden bei 490 nm und 
einem Referenz-Filter von 620 nm mit dem Microplate-Reader. Die vom zugehörigen Com-
puterprogramm Microplate Manager aufgetragenen Extinktionswerte wurden jeweils durch 
die Subtraktion der Hintergrundkontrolle korrigiert. Sie konnten dann in die folgende vom 
Hersteller vorgeschriebene Formel (B) eingesetzt und damit die Zytotoxizität im Vergleich zur 
Positivkontrolle berechnet werden.  
 
(B) 
Abb. 13: Bestückungs-Schema der Mikrotiterplatten;Tam = Tamoxifen, E2 = Estradiol, END = 
Enterodiol, ENL = Enterolacton, 1–50 = Substanzkonzentration [µg/ml], MEZ = Medium + Ethanol + 
Zellen (NK 2), MZ = Medium + Zellen (NK 1), M = Medium, Tri = Triton (PK). 





Mit dem BrdU-Test wird ergänzend zur Zytotoxizität die Wirkung der Testsubstanzen auf die 
Zellproliferation bestimmt. Es handelt sich um einen photometrischen Immunoassay mit dem 
in-vitro anhand der ermittelten Menge BrdU in der Zell-DNA eine quantitative Aussage über 
die Proliferation der Zellen gemacht werden kann. Hier wurde das Cell Proliferation ELISA 
BrdU (colorimetric) Kit von Roche verwendet. 
 
5-bromo-2`-deoxyuridine bzw. Bromdeoxyuridin (BrdU) ist ein synthetisches Pyrimidinanalo-
gon, bei dem die 5`-Methylgruppe des Thymidins durch Brom ersetzt wurde (Abb. 14). Bei 
Zugabe zu den Zellen wird BrdU bei deren Proliferation anstelle der Base Thymidin durch die 
DNA-Polymerase in neu synthetisierte DNA eingebaut. Um die Zugänglichkeit des eingebau-
ten BrdU für die Detektion durch den Antikörper zu verbessern werden die Zellen in einem 
Zwischenschritt fixiert und die DNA denaturiert. Mit Hilfe eines monoklonalen Peroxidase-
gekoppelten anti-BrdU-Antikörpers (anti-BrdU-POD) wird das eingebaute BrdU detektiert. Bei 
Zugabe des Substrates Tetramethylbenzidin (TMB), einem farblosen Chromogen, wird die-
ses durch die an den Antikörper gekoppelte Peroxidase zu einem blauen Farbstoff umge-
setzt. Dieser kann photometrisch quantifiziert werden. Die Menge des entstandenen Farb-
stoffes korreliert direkt mit der Menge neu synthetisierter DNA und damit mit der Anzahl an 










Auch hier wurden Kontrollen mit 17β-Estradiol und Tamoxifen, eine Negativkontrolle 1 mit 
Zellen, Medium und dem Lösungsmittel Ethanol, sowie eine Negativkontrolle 2 mit Nährme-
dium und Zellen durchgeführt. Ein Leerwert mit Nährmedium ohne Zellen wurde mitgeführt, 
um unspezifische Bindungen zwischen dem BrdU bzw. dem anti-BrdU-POD und der Mikroti-
terplatte zu detektieren. Der Extinktionswert dieser Kontrolle musste später von allen Werten 
subtrahiert werden. Zusätzlich wurde anstatt der Triton-Kontrolle eine Hintergrundkontrolle 
ohne Zugabe von BrdU mitlaufen gelassen. Sie sollte unspezifische Bindungen des anti-
BrdU-POD-Konjugats mit den Zellen in Abwesenheit von BrdU ausschließen. 
Abb. 14: Strukturelle Ähnlichkeit von Thymidin und BrdU, modifiziert nach Bio-Rad Laboratories 2018 
[25]. 





Tag 1: Für die Bestimmung der Zellproliferation wurde die Zellsuspension nach der Zellzäh-
lung auf eine Zellzahl von 300.000 Zellen / ml mit dem entsprechenden Nährmedium ver-
dünnt. Je 100 µl der Zellsuspension wurden pro Well auf eine 96-Well-Mikrotiterplatte aufge-
tragen. Bis zur Adhärenz erfolgte die Inkubation der Ansätze für etwa 24 Stunden bei 37 °C 
und 5 % CO2 in wasserdampfgesättigter Atmosphäre. 
 
Tag 2: Am zweiten Tag wurde das Medium durch 100 µl frisches Nährmedium, bei der Linie 
Hs 578T ohne Phenolrot, ersetzt. Jeweils 1 µl der Substanz-Verdünnungen, sowie je 1 µl 
Tamoxifen, Estradiol und Ethanol absolut wurden pro Well nach dem gleichen Schema wie 
beim LDH-Test aufgetragen (Abb. 13). Das Verhältnis von Zusätzen zur Zellsuspension be-
trug nun in jedem Well 1:100. Auch hier wurden pro Ansatz für alle Substanzen und Kontrol-
len stets 4 Wells bestückt. Es folgte erneut die Inkubation der Mikrotiterplatte für 24 Stunden 
bei 37 °C und 5 % CO2. 
 
Tag 3: Am 3. Tag wurde das BrdU labeling reagent im Verhältnis 1:100 mit dem entspre-
chenden Nährmedium verdünnt. Ausgenommen der Hintergrundkontrolle wurden je 10 µl der 
Lösung pro Well aufgetragen und 3 Stunden inkubiert. Im nächsten Schritt wurde das BrdU 
labeling reagent abgeklopft, je 200 µl FixDenat solution je Well aufgetragen und die Zellen 
für 30 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Nach Lösen in 1,1 ml zweifach destilliertem 
Wasser erfolgte die Verdünnung des Peroxidase-gekoppelten Antikörpers anti-BrdU-POD im 
Verhältnis 1:100 mit Antibody dilution solution. Nach Abklopfen der FixDenat solution-Lösung 
wurde je 100 µl des verdünnten Antikörpers anti-BrdU-POD pro Well aufgetragen und für 
60 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Der Waschpuffer wurde im Verhältnis von 1:10 
mit zweifach destilliertem Wasser verdünnt und die Zellen, um ungebundene Antikörper zu 
entfernen 3 Mal mit dem verdünntem Waschpuffer gewaschen. Dieser wurde wieder entfernt 
und die Zellen mit je 100 µl Substrat solution pro Well, die das Substrat Tetramethylbenzidin 
(TMB) enthält, für ca. 15 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Die Farbreaktion wurde mit 
25 µl 1M Schwefelsäure (H2SO4) pro Well abgestoppt, wodurch ein stabiler gelber Farbstoff 
entstand. Die photometrische Messung erfolgte nach einer Mix-Zeit von 35 Sekunden bei 
450 nm mit einem Referenz-Filter von 620 nm im Microplate-Reader. Die Extinktionswerte 
wurden vom Microplate Manager aufgetragen, durch Subtraktion des Leerwertes korrigiert 
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3.2.6 UNTERSUCHUNG DES OXIDATIVEN STRESSES UND DES ZELLMETABOLISMUS 
 
3.2.6.1 BESTIMMUNG DES OXIDATIVEN STRESSES 
 
Der Hydrogen Peroxide Assay von BioVision ist eine photometrische Methode zur quantitati-
ven Bestimmung von Wasserstoffperoxid als Marker für oxidativen Stress in-vitro.  
 
Sogenannte reaktive Sauerstoffspezies (ROS) wie Wasserstoffperoxid (H2O2) oder Hydroxyl-
Radikale (OH-) sind Nebenprodukte des regulären aeroben Zellstoffwechsels. Im Organis-
mus werden diese unter physiologischen Bedingungen von enzymatischen Antioxidantien 
wie beispielsweise der Superoxid-Dismutase oder der Glutathion-Peroxidase sowie nicht-
enzymatischen Antioxidantien wie Glutathion oder Ascorbinsäure neutralisiert [248]. Oxidati-
ver Stress entsteht, wenn die antioxidative Kapazität des Organismus überschritten wird und 
ROS mit zelleigenen Bestandteilen wie Proteinen, Lipiden und der DNA reagieren.  
 
Im Assay reagiert H2O2 in Anwesenheit von Meerrettich-Peroxidase (HRP) mit dem Chromo-
gen 10-acetyl-3,7-dihydroxyphenoxazine (OxiRed) zu einem pinken Farbstoff mit einer ma-
ximalen Wellenlänge von 570 nm (Abb. 15). Dieser kann photometrisch mittels Microplate-
Reader bestimmt und über eine H2O2-Standardkurve die H2O2-Menge in den Proben und im 















Abb. 15: Reaktionsschema des Hydrogen Peroxide Assays, angelehnt an Held 2003 [109]. 
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3.2.6.2 BESTIMMUNG DER GLUKOSEKONZENTRATION 
 
Die quantitative Bestimmung der Glukosekonzentration im Zellüberstand beruht auf einem 
elektrochemischen Messprinzip und erfolgte mit dem Glukosemessgerät ecoTwenty der Fir-
ma CARE diagnostica. 
Glukose stellt für jede lebende Zelle, sowohl in-vivo als auch in-vitro, eine der wichtigsten 
Energiequellen dar. Daher ist Glukose bei den meisten Nährmedien in physiologischer (1 g/l, 
5,5 mM) oder bei schnell proliferierenden Zellen in erhöhter Konzentration (4,5 g/l, 25 mM) 
zugesetzt [99]. Die Glukosekonzentration im Zellübertand liefert eine indirekte Aussage über 
den Glukose-Verbrauch und damit die Vitalität der Zellen unter dem Einfluss der unterschied-
lichen Substanzen 
 
Bei dem für dieses Messprinzip verwendeten Glukosesensor handelt es sich um einen Bio-
sensor, in den eine Biomembran eingebracht ist. An die Membran ist das Enzym Gluko-
seoxidase (GOD) gekoppelt. Ist β-D-Glukose in der Probe enthalten, wird es durch die Glu-
koseoxidase enzymatisch zu D-Glucoronsäure und Wasserstoffperoxid umgesetzt. Das ent-
standene H2O2 wird unter Abgabe von Elektronen an einer Platinelektrode (Pt) oxidiert und 
der resultierende Stromfluss detektiert (Abb. 16). Der Stromfluss verhält sich proportional zu 
der Glukosekonzentration in der Probe und wird vom Messgerät direkt in eine Konzentrati-









3.2.6.3 BESTIMMUNG DES PH-WERTES 
 
Die pH-Bestimmung wurde mit dem ORION 3 STAR Benchtop pH meter von Thermo Fisher 
Scientific durchgeführt. Da Metaboliten des Zellstoffwechsels, wie beispielsweise Laktat, das 
extrazelluläre Milieu in charakteristischer Weise verändern können wird auch der pH-Wert 
als Marker für die metabolische Aktivität der Zellen bestimmt.  
Das pH-Meter ist mit einer speziellen Messelektrode aus Glas ausgestattet. Im Inneren der 
Glaselektrode befindet sich eine Pufferlösung mit konstantem pH, in der nahe der Glas-
membran eine Ableitelektrode (z. B. Ag / AgCl) und gleichzeitig eine Bezugselektrode       
Abb. 16: Reaktionsschema der Glukosebestimmung, modifiziert nach Zier et al. 1988 [309]. 
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(Hg / Hg2CL2 in KCL-Lösung) eingebracht sind. In Abhängigkeit von der Wasserstoffionen-
konzentration in der Messlösung bildet sich an der Glasmembran ein elektrisches Potenzial 
aus. Die Potenzialdifferenz zur Bezugselektrode ist direkt proportional zum pH-Wert der Lö-
sung [303]. 
 
3.2.6.4 DURCHFÜHRUNG DER STOFFWECHSEL-UNTERSUCHUNGEN 
 
Wie bei den biochemischen Assays mussten die Zellen für die Stoffwechselanalysen zu-
nächst vom Flaschenboden abgelöst, gezählt und auf 300.000 Zellen / ml verdünnt werden. 
Je 100 µl Zellesuspension pro Well wurde auf eine 96-Well-Mikrotiterplatte ausgesät und 
nach Schema des LDH-Testes (Abb. 13) bis zum Tag 3 verfahren. Am 3. Versuchstag, also 
nach etwa 24-stündiger Inkubation mit den Substanzen, wurden jeweils 100 µl des Über-
standes aus den 4 identischen Ansätzen jeder Test- und Kontrollsubstanz in ein gemeinsa-
mes 1,5 ml messendes Reaktionsgefäß überführt. Diese Suspension wurde für 15 Minuten 




Zur Bestimmung von H2O2 aus dem Überstand wurden je 50 µl aus der jeweiligen Grundlö-
sung auf eine 96-Well-Mikrotiterplatte pipettiert. Für die H2O2-Standardkurve wurde die H2O2-
Standardlösung mit destilliertem Wasser verdünnt und in den Konzentrationen 0 nmol, 
1 nmol, 2 nmol, 3 nmol, 4 nmol und 5 nmol / Well auf eine weitere Well-Platte gegeben. 50 µl 
Reaction Mix aus 46 µl Assay Buffer, 2 µl OxiRedTM Probe solution und 2 µl HRP solution 
wurden pro Well zu jeder Probe und jedem Standard hinzugegeben und bei Raumtemperatur 
für 10 Minuten inkubiert. Die photometrische Bestimmung des entstandenen Farbstoffes er-
folgte mittels Microplate-Reader bei einer Wellenlänge von 570 nm. Zur Korrektur der Hinter-
grundaktivität wurde von allen Extinktionswerten der Proben und Standards die Extinktion 
des Standards mit 0 nmol H2O2 subtrahiert. Anhand einer H2O2-Standardkurve und der ent-
sprechenden Funktion konnte daraus die Menge H2O2 (in pmol) in den Proben bestimmt und 












Aus den Mediumüberständen der jeweils einzelnen Ansätze wurden für den Stoffwechsel-
Test je 20 µl entnommen und mit 1 ml der Systemlösung in ein 1,5 ml fassendes Reagenz-
gefäß gegeben. Mittels Glukose-Analysegerät ecoTwenty von CARE diagnostics erfolgte 
daraus die elektrochemische Bestimmung der Glukose-Konzentration. Der Glukosever-








Hierfür wurde das pH-Messgerät zunächst mit Hilfe der verschiedenen standardisierten Puf-
ferlösungen kalibriert, anschließend folgten die Analysen. Um Messfehler zu reduzieren er-
folgte zwischen den einzelnen Messungen die Reinigung der Messsonde mit destilliertem 
Wasser.  
 
3.2.7 STATISTISCHE AUSWERTUNG 
 
Die statistische Auswertung und graphische Darstellung der Daten erfolgte mit Hilfe von 
Microsoft Excel 2010 und IBM SPSS Statistics Version 22.  
 
Mit dem Kolgomorov-Smirnov-Test wurden die Datensätze auf Normalverteilung geprüft. Da 
der Einfluss mehrerer Stoffe getestet wurde und nicht alle Messreihen eine Normalverteilung 
zeigten erfolgte dann zunächst der Kruskal-Wallis-Test für mehrere, nicht-normalverteilte 
unabhängige Stichproben und im Anschluss der paarweise Vergleich mittels Mann-Whitney-
U-Test. 
 












Im Folgenden wird der Einfluss der Lignane Enterolacton (ENL), Enterodiol (END), Secoiso-
lariciresinol (SECO) und Matairesinol (MATA) in vier unterschiedlichen Konzentrationen 
(1 µg/ml, 5 µg/ml, 10 µg/ml und 50 µg/ml) auf die Zelllinien MCF-12A, HMEC und Hs 578T 
dargestellt und mit der Wirkung der Kontrollsubstanzen 17β-Estradiol (1 x 10-9  mol/l) und 
dem SERM Tamoxifen (1 x 10-4  mol/l) verglichen. Hierzu werden zunächst die Resultate des 
immunhistochemischen Rezeptornachweises und nachfolgend die Ergebnisse der biochemi-
schen Assays, des oxidativen Stresses und der Stoffwechseluntersuchungen demonstriert. 
 
Bei den Zelllinien MCF-12A und Hs 578T wurden der LDH- und BrdU-Test je vier- bis fünf-
mal und die Stoffwechsel-Tests je ein- bis dreimal mit einer Zellzahl von 300.000 / ml mit 
jeweils vier Ansätzen durchgeführt. Aufgrund der begrenzten Kultivierbarkeit und Kostenin-
tensivität erfolgten die Versuche bei der Primärkultur der HMEC einmalig mit vier Ansätzen 
und einer reduzierten Zellzahl von 200.000 / ml. Da jeweils nur zwei der Lignane mit den 
jeweiligen Verdünnungen auf einer gemeinsamen Platte geprüft werden konnten, lagen für 
die die Kontrollsubstanzen und Negativproben jeweils die doppelte Anzahl an Daten vor. Sie 
wurden in den Graphiken der einzelnen Lignane für eine bessere Vergleichbarkeit zusam-
mengefasst  
Die in den biochemischen Assays und den Untersuchungen des Zellmetabolismus mitgeführ-
ten Negativkontrollen (NK 1 = Zellen + Medium und NK 2 = Zellen + Medium + Ethanol) zeig-
ten bei den Zelllinien MCF-12A und Hs 578T in keinem der Versuche einen signifikanten 
Unterschied. Der Einfluss des Ethanols in der verwendeten Konzentration konnte also bei 
diesen Zelllinien vernachlässigt und für die statistischen Vergleiche die NK 1 repräsentativ 
für unbehandelte Zellen als Negativkontrolle verwendet werden. Bei der Primärkultur der 
HMEC zeigten sich bei dem BrdU-Test hingegen deutlich abweichende Werte der NK 1 und 
NK 2. Da eine Beeinflussung durch das Lösungsmittel nicht ausgeschlossen werden konnte, 
wurde bei der dritten Zelllinie bei allen Tests die NK 2 als Vergleichswert herangezogen. 
 
Die Graphiken zeigen stets die Durchschnittswerte aus allen verwendeten Passagen. In den 
Abbildungen wurden signifikante Werte folgendermaßen markiert: p < 0,001: **;                                  











Zur Charakterisierung der Zelllinien anhand des Hormonrezeptorstatus wurden diese mittels 
Immunhistochemie auf die Expression der Steroidrezeptoren Estrogenrezeptor α, Estrogen-
rezeptor β sowie des Progesteronrezeptors untersucht. Exprimieren die Zellen den jeweiligen 
Rezeptor, zeigen sie durch die Antikörper-gekoppelte enzymatische Reaktion eine rote Fär-
bung. Die Beurteilung der Farbreaktion erfolgte mit dem Lichtmikroskop. Die Negativkontrolle 
(NK) blieb bei allen Zelllinien ohne Färbung, sodass eine Verfälschung des Nachweises 
durch Farbstoffpartikel im Medium oder unspezifische Bindungen des Primärantikörpers 




Bei der immunhistochemischen Untersuchung konnten sowohl die Expression beider Estro-
genrezeptoren als auch des Progesteronrezeptors durch eine deutliche rote Färbung des 






















Abb. 17: Immunhistochemie der Zelllinie MCF-12A; Lichtmikroskopische Aufnahme; a) Estrogenrezep-
tor α positiv (Vergrößerung 20 x); b) Estrogenrezeptor β positiv (Vergrößerung 10 x); c) Progesteron-
rezeptor positiv (Vergrößerung 20 x); d) Negativkontrolle (Vergrößerung 20 x), Positive Zellen exemp-
larisch mit schwarzem Pfeil markiert. 






Die Primärkultur der HMEC zeigte, wie auch die Zellreihe MCF-12A, eine deutliche rote Fär-
bung der Zellen bei der immunhistochmischen Untersuchung aller drei Rezeptoren und damit 















Die Zellen der Linie Hs 578T blieben bei der immunhistochemischen Untersuchung des ERα 
und des PR ungefärbt. Lediglich beim ERβ zeigte sich eine starke rote Farbreaktion des Zy-













Abb. 18: Immunhistochemie der HMEC; Lichtmikroskopische Aufnahme (Vergrößerung 10 x); a) Est-
rogenrezeptor α positiv; b) Estrogenrezeptor β positiv; c) Progesteronrezeptor positiv; d) Negativkon-
trolle. Zur Verfügung gestellt vom Forschungslabor der Universitätsfrauenklinik Rostock. Positive Zel-
len exemplarisch mit schwarzem Pfeil markiert. 
Abb. 19: Immunhistochemie der Zelllinie Hs 578T; Lichtmikroskopische Aufnahme (Vergrößerung 
10 x); a) Estrogenrezeptor α negativ; b) Estrogenrezeptor β positiv; c) Progesteronrezeptor negativ;   
d) Negativkontrolle. Positive Zellen exemplarisch mit schwarzem Pfeil markiert. 
a a b c d 






Zur quantitativen Bestimmung der Zytotoxizität der verschiedenen Test- und Kontrollsub-
stanzen wurde der LDH-Test durchgeführt. Bei diesem Verfahren wurde nach 24-stündiger 
Inkubation die LDH-Aktivität und damit die Zelllyse unter Einfluss der Test- und Kontrollsub-
stanzen anhand einer enzymatischen Farbreaktion dargestellt. Die Menge des Farbstoffes 
konnte photometrisch bestimmt und aus den daraus ermittelten Extinktionswerten die Zyto-
toxizität in Prozent berechnet werden. Sie entspricht der relativen Zytotoxizität im Vergleich 
zu TritonX-100, die einer Zellschädigung von 100 % gleichgesetzt wurde. Die Zytotoxizität 





Der Versuch wurde 4 Mal mit jeweils 4 Ansätzen (n = 4 x 4) pro Substrat durchgeführt. Dabei 
wurden die Zellen der Passagen 26 bis 30 verwendet.  
 
Im Gegensatz zu den anderen beiden Zelllinien ließen sich bei den Kontrollsubstanzen und 
der Negativkontrolle einige Ausreißer erkennen. 
Insgesamt führte keines der Lignane in den verwendeten Substratkonzentrationen im Ver-
gleich zu den unbehandelten Zellen der NK 1 zu einer signifikanten Zellschädigung 
(Abb. 20). Unter dem Einfluss von ENL zeigte sich eine Abnahme der Zytotoxizitäten bei 
steigender Substratkonzentration (Median 6,5 % bis -2,3 %), bei END verringerte sich die 
zytotoxische Wirkung von ca. 3,8 % bei 1–10 µg/ml auf -1,1 % bei 50 µg/ml. Unter SECO 
(Median -3,5 % bis -7,6 %) und MATA (Median -3,5 % bis -11,6 %) zeigten sich signifikant 
geringere Zytotoxizitäten als bei der NK 1. Eine eindeutige konzentrationsabhängige Wirkung 
ließ sich nicht ableiten.  
Der Effekt von 17β-Estradiol lag mit einer Zytotoxizität von -1,4 % im Bereich der NK 1. ENL 
in der Konzentration 1 µg/ml und MATA in Konzentrationen ≥ 5 µg/ml zeigten im Vergleich 
dazu signifikant niedrigere Werte (p < 0,05). Im Vergleich zum SERM Tamoxifen (Median 
120,1 %) war sowohl die zellschädigende Wirkung der vier Lignane in allen getesteten Kon-

































Bei der Primärkultur der HMEC wurde der Versuch einmalig mit 4 Ansätzen (n = 1 x 4) mit 
den Zellen der 5. Passage durchgeführt. 
 
Die Spannweite der Ergebnisse war gegenüber den anderen beiden Zelllinien deutlich klei-
ner. Im Vergleich zur NK 2 zeigten sich unter Lignan-Einfluss weitestgehend leicht negative 
Zytotoxizitäten, SECO in der Konzentration 10 µg/ml (Median 1,4 %) sowie MATA in den 
Konzentrationen 1 µg/ml und 50 µg/ml (0,8 % und 0,2 %) hingegen leicht positive Werte, die 
sich allesamt nicht signifikant von derjenigen der NK 2 und des 17β-Estradiols unterschieden 
(Abb. 21).  
Die Wirkung von 17β-Estradiol hob sich in der verwendeten Konzentration ebenfalls nicht-
signifikant von der Kontrolle (Median 1,2 %) ab. Tamoxifen induzierte relativ zur Positivkon-
trolle mit Triton auch bei gesunden Mammaepithelzellen starke signifikant zytotoxische    
Abb. 20: Zytotoxische Wirkung der Test- und Kontrollsubstanzen auf die Zelllinie MCF-12A im Ver-
gleich zur Negativkontrolle; E2 = 17β-Estradiol (1 x 10
-9
 mol/l), Tam = Tamoxifen (1  x 10
-4 
mol/l),     




Effekte (Median 105 %, p < 0,001). Im Vergleich zu Tamoxifen übten alle Lignane sowie das 


























Hs 578T  
 
Der LDH-Test wurde auch bei dieser Zelllinie 5 Mal mit jeweils 4 Ansätzen (n = 5 x 4) durch-
geführt, wobei die Passagen 10 bis 19 verwendet wurden.  
 
Insgesamt zeichneten sich die Ergebnisse im Vergleich zur Zelllinie MCF-12A und zur Pri-
märkultur der HMEC durch deutlich höhere Spannweiten und Interquartilabstände aus. SE-
CO und MATA induzierten in allen verwendeten Konzentrationen (Median 3,0–19,1 % bzw. 
0,7–31,6 %), ENL nur bei 1 µg/ml und 50 µg/ml (Median 1,8 % und 12,6 %) zytotoxische 
Effekte (Abb. 22). Bei SECO war die zellschädigende Wirkung am stärksten in der höchsten 
Konzentration (Median 19,1 %) und bei Mata in der niedrigsten Konzentration (Median 
31,6 %) ausgeprägt. Trotz Ausreißern unterschied sich letztere (p = 0,001) als einzige Mess-
Abb. 21: Zytotoxische Wirkung der Test- und Kontrollsubstanzen auf die HMEC im Vergleich zur Ne-
gativkontrolle; E2 = 17β-Estradiol (1 x 10
-9
 mol/l), Tam = Tamoxifen (1  x 10
-4 
mol/l), NK 2 = Medium + 




reihe signifikant zur NK 1. Im Gegensatz zu den anderen drei Lignanen zeigte sich unter 
END im Vergleich zu unbehandelten Zellen (NK1) keine zellschädigende Wirkung. Die Zyto-
toxizität sank konzentrationsabhängig – von 1 µg/ml, 5 µg/ml, 10 µg/ml bis 50 µg/ml – deut-
lich ab (Median -8,1 %, -26,5 %, -43,1 % und -47,8 %), der Unterschied war aber nur bei den 
Konzentrationen 5 µg/ml und 10 µg/ml signifikant (p < 0,05). 
17β-Estradiol zeigt eine leichte, nicht-signifikant höhere Zytotoxizität als die unbehandelten 
Zellen der NK. Mata in der Konzentration 1 µg/ml unterschied sich als einzige Messreihe 
signifikant von der Zytotoxizität des 17β-Estradiol (p < 0,001).  
Tamoxifen wirkte auch bei den ERα- negativen Zellen stark zytotoxisch (Median 122 %). Die 
zellschädigende Wirkung lag signifikant höher als diejenige der Test-und Kontrollsubstanzen 



























Abb. 22: Zytotoxische Wirkung der Test- und Kontrollsubstanzen auf die Zelllinie Hs 578T im Ver-
gleich zur Negativkontrolle; E2 = 17β-Estradiol (1 x 10
-9
 mol/l), Tam = Tamoxifen (1  x 10
-4 
mol/l),      






Die Proliferation der Zellen unter Einfluss der unterschiedlichen Test- und Kontrollsubstan-
zen wurde mittels BrdU-Test untersucht. Bei diesem Immunoassay wird der Gehalt des 
Thymidin-Analogons BrdU in den Zellen nach 24-stündiger Inkubation mit den Substraten 
anhand einer Antikörper-gekoppelten enzymatischen Farbreaktion ermittelt. Die Menge des  
entstandenen Farbstoffes kann photometrisch bestimmt und anhand der Extinktionswerte die 
Zellproliferation in Prozent berechnet werden. Sie entspricht der relativen Zellproliferation zu 




Bei dieser Zelllinie wurde der Versuch 5 Mal mit jeweils ebenfalls 4 Ansätzen (n = 5 x 4) pro 
Substrat durchgeführt. Dabei wurden die Passagen 25 bis 35 verwendet 
 
ENL, END und MATA führten bei den ER-positiven Zellen zu einer signifikanten konzentrati-
onsabhängigen Hemmung der Zellproliferation im Vergleich zu unbehandelten Zellen (NK 1) 
(Abb. 23). ENL zeigt dabei den stärksten Einfluss. In der höchsten Substratkonzentration von 
50 µg/ml wurde die Proliferation auf etwa 24 % des Vergleichswertes reduziert (p < 0,001). 
Unter dem Einfluss von 50 µg/ml END zeigte sich eine Hemmung auf ca. 59 % (p < 0,001), 
bei 50 µg/ml MATA auf ca. 70 % (p < 0,001). Ausgenommen unter der Substanzkonzentrati-
on von 1 µg/ml MATA waren die Unterschiede zur Negativkontrolle signifikant. SECO hinge-
gen übte lediglich in der Konzentration von 1 µg/ml einen leichten, aber signifikanten anti-
proliferativen Einfluss auf die Zellen aus (Median 91 %, p < 0,05), bei Konzentrationen 
≥5 µg/ml lag die Proliferation im Bereich der unbehandelten Zellen (Median 96–100 %).  
17β-Estradiol zeigte einen leichten, nicht-signifikanten, antiproliferativen Effekt auf die 
MCF-12A-Zellen (Median 91,4 %). Die hemmende Wirkung von ENL in den Konzentrationen 
≥ 5 µg/ml (p < 0,001) sowie END in der Konzentration 50 µg/ml (p < 0,001) und Mata 
≥ 10 µg/ml waren signifikant stärker ausgeprägt (p < 0,05).  
Tamoxifen reduzierte die Zellproliferation auf 0,7 % der Negativkontrolle. Der Einfluss war im 
Vergleich zu demjenigen aller anderen Test- und Kontrollsubstanzen signifikant stärker aus-

































Das BrdU-Assay der Primärkultur der HMEC wurde ebenfalls einmalig mit 4 Ansätzen 
(n = 1 x 4) pro Test- und Kontrollsubstanz mit Zellen der 5. Passage durchgeführt. 
 
Anders als bei den Zelllinien MCF-12A und Hs 578T wichen die Negativkontrolle 1 und 2 
signifikant voneinander ab. Um einen möglichen antiproliferativen Einfluss des Lösungsmit-
tels Ethanol auf die Primärkultur zu berücksichtigen diente bei dieser Zelllinie die Negativ-
kontrolle 2 als Referenzwert (100 %). Verglichen mit der NK 2 führten die Lignane größten-
teils zu einer leichten nicht-signifikanten Proliferationshemmung (Abb. 24). ENL in Konzent-
rationen ≥ 10 µg/ml zeigte die stärkste antiproliferative Wirkung (Median 85 %). Auch unter 
dem Einfluss von END in den Konzentrationen 5 µg/ml und 10 µg/ml, ≥ 10 µg/ml MATA und 
SECO in der Konzentration 50 µg/ml wurde die Zellproliferation um 10 % bis 15 % reduziert. 
Bei Zugabe von 1 µg/ml MATA kam es zu einer leichten Steigerung der Proliferation (Median 
112 %). Keiner der Effekte war signifikant. 
Abb. 23: Einfluss der Test- und Kontrollsubstanzen auf die Proliferation der Zelllinie MCF-12A im Ver-
gleich zur Negativkontrolle; E2 = 17β-Estradiol (1 x 10
-9
 mol/l), Tam = Tamoxifen (1  x 10
-4 
mol/l),      




Tamoxifen zeigte eine große Spannweite der Ergebnisse mit einem Median von 108 %, 























Hier wurde der Versuch 5 Mal mit jeweils 4 Ansätzen (n = 5 x 4) der Passagen 10 bis 16 
durchgeführt.  
 
Korrelierend zum LDH-Test der Linie Hs 578T waren die Werte einiger Messreihen durch 
größere Spannweiten oder Interquartilabstände gekennzeichnet.  
Alle vier Lignane führten in Konzentrationen ≥ 5 µg/ml zu einer signifikanten konzentrations-
abhängigen Zellproliferationshemmung der Mammakarzinom-Zelllinie Hs 578T, MATA auch 
in der Konzentration von 1 µg/ml (Abb. 25). Wie auch bei der Zelllinie MCF-12A zeigte ENL 
den stärksten Effekt. Die Vermehrung der Zellen verringerte sich unter dem Einfluss der 
Abb. 24: Einfluss der Test- und Kontrollsubstanzen auf die Proliferation der HMEC im Vergleich zur 
Negativkontrolle; E2 = 17β-Estradiol (1 x 10
-9
 mol/l), Tam = Tamoxifen (1  x 10
-4 
mol/l), NK 2 = Medium 




höchsten Konzentration (50 µg/ml) auf etwa 32 % (p < 0,001) im Vergleich zu unbehandelten 
Zellen (NK 1). In der gleichen Konzentration bewirkte END eine Reduktion der Proliferation 
auf circa 37 % (p < 0,001), MATA auf 55 % (p < 0,001) und SECO auf 67 % (p < 0,001). Mit 
abnehmender Konzentration der Lignane verringerte sich deren inhibitorische Wirkung und 
die Zellproliferation stieg bei allen Lignanen in der höchsten Verdünnungsstufe (1 µg/ml) auf 
91–94 % der Negativkontrolle an.  
17β-Estradiol reduziert die Zellproliferation im Vergleich zur Negativkontrolle leicht und signi-
fikant auf etwa 92 % (p = 0,009). Im Vergleich zum 17β-Estradiol war die antiproliferative 
Wirkung aller vier Lignane in Konzentrationen > 5 µg/ml stärker ausgeprägt, bei ENL und 
MATA ≥ 10 µg/ml sowie bei END und SECO bei 50 µg/ml mit Signifikanz.  
Im Vergleich zu Tamoxifen (Median 0,4 %) war der hemmende Einfluss aller anderen Test-




















Abb. 25: Einfluss der Test- und Kontrollsubstanzen auf die Proliferation der Zelllinie Hs 578T im Ver-
gleich zur Negativkontrolle; E2 = 17β-Estradiol (1 x 10
-9
 mol/l), Tam = Tamoxifen (1  x 10
-4 
mol/l),     








4.4 OXIDATIVER STRESS UND ZELLMETABOLISMUS 
 
4.4.1 OXIDATIVER STRESS  
 
Als Marker für oxidativen Stress unter dem Einfluss der verschiedenen Test- und Kontroll-
substanzen wurde nach 24-stündiger Inkubation ein durch Wasserstoffperoxid umgesetzter 
Farbstoff photometrisch bestimmt und mit Hilfe einer Standardkurve die H2O2-Menge  




Die Messung erfolgte 3 Mal (n = 3) mit den Zellen der 26. bis 28. Passage. 
 
Bei unbehandelten Zellen (NK 1) ließ sich im Mittel eine Konzentration von 0,0471 pmol/µl 
Wasserstoffperoxid nachweisen. Der Einfluss der Lignane und Kontrollsubstanzen auf den 
oxidativen Stress der Zelllinie MCF-12A war insgesamt gering (+/-5 %) ausgeprägt und zeig-
te keine Signifikanz (Abb. 26). Ein konzentrationsabhängiger Verlauf ließ sich nur unter ENL 
vermuten. Mit steigender Konzentration von 1 µg/ml bis 50 µg/ml verringerte sich H2O2-
Konzentration in den Proben über 0,0491 pmol/µl, 0,0483 pmol/µl und 0,0457 pmol/µl auf 
0,0449 pmol/µl. Unter 1 µg/ml bis 50 µg/ml END (0,0459 pmol/µl, 0,0459 pmol/µl, 
0,0458 pmol/µl und 0.0467 pmol/µl) und ≥ 5 µg/ml MATA (0,0457 pmol/µl, 0.0457 pmol/µl 
und 0,0467 pmol/µl), sowie unter 5 µg/ml und 50 µg/ml SECO (0,0467 pmol/µl und 
0,0463 pmol/µl) lagen die H2O2-Werte, bei einem eher undulierenden Verlauf, unterhalb der 
Negativkontrolle. Die Messwerte unter 1 µg/ml MATA wichen stark voneinander ab. 
17β-Estradiol und Tamoxifen führten beide zu einer Erhöhung des oxidativen Stresses 







































Die Bestimmung der Wasserstoffperoxid-Konzentration erfolgte nur einmalig (n = 1) bei der 
5. Passage. 
 
Die H2O2-Konzentrationen zeichneten sich bei den HMEC insgesamt durch deutlich niedrige-
re Werte als bei den anderen beiden Zelllinien und teilweise starke Veränderungen durch die 
Lignane aus (Abb. 27). Die H2O2-Konzentration der NK 2 lag bei 0,0045 pmol/µl. Unter ENL-
Einfluss zeigte sich andeutungsweise ein konzentrationsabhängiger Verlauf, unter 1 µg/ml 
bis 50 µg/ml ENL sank das H2O2 von einem deutlich erhöhten Wert (0,011 pmol/µl) in den 
Bereich der Negativkontrolle (0,0045 pmol/µl) ab. Die anderen drei Lignane führten zu einem 
weitestgehend undulierender Verlauf mit Abnahme der H2O2-Konzentration um 18 % bei 
50 µg/ml END (0,0038 pmol/µl) und um mehr als 100 % bis 600 % bei ≥ 5 µg/ml SECO 
Abb. 26: Einfluss der Test- und Kontrollsubstanzen auf den oxidativen Stress der Zelllinie MCF-12A; 
E2 = 17β-Estradiol (1 x 10
-9
 mol/l), Tam = Tamoxifen (1  x 10
-4 
mol/l), NK 1 = Medium + Zellen,          




(0,0022 pmol/µl, 0,0007 pmol/µl und 0,0022 pmol/µl) und 1 µg/ml bzw. 50 µg/ml MATA 
(0 pmol/µl und 0,0022  pmol/µl) der Negativkontrolle.  
Unter 17β-Estradiol stieg das Wasserstoffperoxid in den Proben um etwa 44 % auf 
0,008 pmol/µl und unter Tamoxifen um etwa 30 % auf 0,0064 pmol/µl an. 
Die Unterschiede zwischen der Negativkontrolle und den einzelnen Test- und Kontrollsub-

























Die H2O2-Messung erfolgte nur einmalig (n = 1) bei der 14. Passage.  
 
Die Wasserstoffperoxid-Konzentration der unbehandelten Zellen (NK 1) lag im Mittel bei 
0,0529 pmol/µl. Der Einfluss der Lignane induzierte in den meisten Konzentrationen eine 
leichte Verringerung des oxidativen Stresses um 5 % bis10 % (Abb. 28). Dabei zeigten sich 
Abb. 27: Einfluss der Test- und Kontrollsubstanzen auf den oxidativen Stress der HMEC; E2 = 17β-
Estradiol (1 x 10
-9
 mol/l), Tam = Tamoxifen (1  x 10
-4 
mol/l), NK 2 = Medium + Zellen + Ethanol,         




weitestgehend undulierende Verläufe des H2O2, lediglich unter MATA ließ sich eine konzent-
rationsabhängige Reduktion darstellen. Die stärkste Wirkung übten 5 µg/ml und 10 µg/ml 
END sowie 50 µg/ml SECO mit einem Abfall der H2O2-Konzentration um ca. 14 % auf 
0,0464 pmol/µl aus.  
Unter Einfluss von 17β-Estradiol und Tamoxifen verringert sich die Konzentration von Was-




























Abb. 28: Einfluss der Test- und Kontrollsubstanzen auf den oxidativen Stress der Zelllinie Hs 578T; E2 
= 17β-Estradiol (1 x 10
-9
 mol/l), Tam = Tamoxifen (1  x 10
-4 
mol/l), NK 1 = Medium + Zellen,               






Zur Beurteilung der Vitalität der Zellen wurde als wichtiger Marker für den Zellmetabolismus 
die Glukosekonzentration im Medium mittels elektrochemischem Messprinzip nach 24-
stündiger Inkubation der Zellen mit den jeweiligen Substraten bestimmt. Über das Verhältnis 
zur Glukosekonzentration bei unbehandelten Zellen (NK) konnte der relative Glukosever-




Die Messung erfolgte 3 Mal (n = 3) mit den Zellen der Passagen 26 bis 28.  
 
Der Mittelwert der Glukosekonzentration des Mediums lag bei etwa 8,0 mmol/l. Bei der NK 1 
zeigte sich ein Abfall um etwa 19 % auf ca. 6,7 mmol/l, was einem Glukoseverbrauch von 
100 % gleichgesetzt wurde. Unter dem Einfluss der Lignane konnte im Vergleich zu unbe-
handelten Zellen größtenteils ein leicht erhöhter Glukoseverbrauch gemessen werden    
(Abb. 29). Die geringste Glukose-Aufnahme zeigte sich unter 1 µg/ml ENL (98 %) und 
1 µg/ml SECO (97 %), der größte hingegen unter 50 µg/ml END (115 %) und ≥ 5 µg/ml MA-
TA (115–118 %). Eine eindeutige konzentrationsabhängige Wirkung ließ sich bei keinem 
Lignan ableiten.  
Der Glukoseverbrauch der Zellen unter 17β-Estradiol lag im Bereich der Negativkontrolle 
(102 %), unter Tamoxifen war er reduziert (86 %). Keiner der Messreihen unterschied sich 











































Wie auch die Biochemischen Assays erfolgte die Bestimmung der Glukose-Konzentration 
einmalig (n = 1) mit der 5. Passage.  
 
Die Glukosekonzentration im Medium betrug im Mittel 7,9 mmol/l. Bei der Negativkontrolle 2 
verringert sie sich um etwa 13 % auf 7,0 mmol/l, zeigte aber eine hohe Standardabweichung. 
Letztere wurde einem Verbrauch von 100 % gleichgesetzt. Bei Zugabe der Lignane blieb die 
Glukoseaufnahme der Zellen im Bereich der Negativkontrolle (+/-5 %) und zeigte eher undu-
lierende Verläufe (Abb. 30). Auch unter Einfluss von 17β-Estradiol zeigte sich nahezu kein 
Effekt (Mittelwert 99 %). Bei Zugabe von Tamoxifen war die Glukoseaufnahme im Vergleich 
zur Negativkontrolle um fast 10 % geringer (Mittelwert 91 %).  
 
 
Abb. 29: Einfluss der Test- und Kontrollsubstanzen auf den Glukoseverbrauch der Zelllinie MCF-12A 
im Vergleich zur Negativkontrolle; E2 = 17β-Estradiol (1 x 10
-9
 mol/l), Tam = Tamoxifen 
(1  x 10
-4 




























Die Bestimmung der Glukosekonzentrationen erfolgte drei Mal (n = 3). Hierzu wurden die 
Passagen 17–21 verwendet.  
 
Die Glukosekonzentration im Medium lag bei etwa 22,7 mmol/l und nahm bei der NK 1 um 
etwa 14 % auf ca. 20 mmol/l ab. Die Negativkontrolle wurde hier ebenfalls einem Verbrauch 
von 100 % gleichgesetzt. Der Glukoseverbrauch der Zellen unter Einfluss der Lignane und 
des 17β-Estradiols lag ebenfalls größtenteils nahe der Negativkontrolle (+/-5 %) (Abb. 31). 
Der geringste Glukoseverbrauch zeigte sich unter 50 µg/ml ENL (Mittelwert 95 %), der größ-
te unter 1 µg/ml END (Mittelwert 107 %) und 1 bzw. 5 µg/ml SECO (Mittelwert 106 % bzw. 
109 %, p = 0,024). Der Effekt von ENL und END zeigte andeutungsweise einen konzentrati-
onsabhängigen Verlauf mit einer Abnahme des Glukoseverbrauches bei steigender Konzent-
ration. 
Abb. 30: Einfluss der Test- und Kontrollsubstanzen auf den Glukoseverbrauch der HMEC im Vergleich 
zur Negativkontrolle; E2 = 17β-Estradiol (1 x 10
-9
 mol/l), Tam = Tamoxifen (1  x 10
-4 
mol/l),                 




Unter dem Einfluss von Tamoxifen zeigten die Zellen eine um fast 10 % reduzierte Aufnah-
me von Glukose (Mittelwert 91 %), die sich signifikant (p < 0,05) von einem Großteil der 






























Abb. 31: Einfluss der Test- und Kontrollsubstanzen auf den Glukoseverbrauch der Zelllinie Hs 578T im 
Vergleich zur Negativkontrolle; E2 = 17β-Estradiol (1 x 10
-9
 mol/l), Tam = Tamoxifen (1  x 10
-4 
mol/l), 






Die pH-Wert-Bestimmung im zellfreien Überstand diente ebenfalls der Beurteilung der meta-
bolischen Aktivität der Zellen. Die Messung beruht auf einer H+-Ionen abhängigen Potenzial-




Die Bestimmung des pH-Wertes erfolgte 4 Mal (n = 4) bei Zellen der 26. bis 40. Passage. 
 
Der Mittelwert des pH-Wertes vom Medium lag bei 7,47, was näherungsweise dem physiolo-
gischen pH des Plasmas im menschlichen Organismus entspricht (Normwert 7,35–7,45) 
[101]. Bei der NK 1 sank er erwartungsgemäß durch die bei der Zellproliferation und im Zell-
metabolismus anfallenden sauren Stoffwechselprodukte ab (Mittelwert 7,37). Der Einfluss 
von 17β-Estradiol ordnete sich ebenfalls in diesem Bereich ein (Mittelwert 7,35), unter 
Tamoxifen änderte sich der pH-Wert kaum (Mittelwert 7,43). Auch hier zeigten die Lignane 
einen sehr geringen Einfluss (+/-1 %), die Messreihen keinen signifikanten Unterschied   
(Abb. 32). Bei Zugabe der Lignane lagen die meisten pH-Werte etwas niedriger als derjenige 
der NK 1. Ein konzentrationsabhängiger Effekt ließ sich bei ENL und MATA vermuten. Der 
pH sank von 7,4 bei 1 µg/ml auf 7,33 bei 50 µg/ml ENL ab. Bei MATA zeigte sich ein Abfall 
von 7,34 bei 1 µg/ml auf 7,30 bei 50 µg/ml. END und SECO führten zu einem undulierenden 










































Der pH-Wert wurde einmalig (n = 1) bei der 5. Passage bestimmt. 
 
Der pH-Wert des Mediums betrug im Mittel 7,77 und sank bei der NK 2 auf etwa 7,66 ab. 
Unter Einfluss der Lignane änderte sich der pH-Wert im Vergleich zu Negativkontrolle kaum 
(+/-1 %) (Abb. 33). ENL und END reduzierten den pH-Wert am stärksten mit einem Minimum 
von 7,6 bei 10 µg/ml END und von 7,62 bei 5 µg/ml ENL. Bei MATA zeigte sich ein undulie-
render Verlauf mit fallendem pH bei 5 µg/ml und 10 µg/ml (7,63) und steigendem pH bei 
1 µg/ml (7,66) und 50 µg/ml (7,68). Unter SECO verhielt es sich umgekehrt mit einem höhe-
rem pH bei 5 µg/ml und 10 µg/ml (7,69 und 7,69) und niedrigerem pH bei 1 µg/ml und 
50 µg/ml (7,66 bzw. 7,67).  
Unter dem Einfluss von Tamoxifen stieg der pH im Vergleich zur Kontrolle ebenfalls leicht an 
(Mittelwert 7,7), unter 17β-Estradiol sank er minimal ab (Mittelwert 7,65). 
Abb. 32: Einfluss der Test- und Kontrollsubstanzen auf den pH-Wert im Überstand der Linie MCF-12A; 
E2 = 17β-Estradiol (1 x 10
-9
 mol/l), Tam = Tamoxifen (1  x 10
-4 
mol/l), NK 1 = Medium + Zellen,           





























Die pH-Wert-Bestimmung wurde 3 Mal (n = 3) bei den Passagen 17 bis 21 durchgeführt. 
 
Der pH-Wert des Mediums lag bei etwa 8,48. Unter dem Einfluss von Tamoxifen veränderte 
er sich kaum (Mittelwert 8,5). Bei der Negativkontrolle 1 ohne Substrate (Mittelwert 8,43) und 
unter 17β-Estradiol (Mittelwert 8,38) sank er leicht ab. ENL und END zeigten eine geringe, 
möglicherweise konzentrationsabhängige Wirkung, mit steigendem pH von 8,43 bis 8,46 
unter 1 µg/ml bis 50 µg/ml ENL und von 8,41 bis 8,42 unter 1µg/ml bis 50 µg/ml END. SECO 
und MATA induzierten einen etwas stärkeren Effekt und einen undulierenden Verlauf, der pH 
fiel auf ein Minimum von 8,36 bei 10 µg/ml SECO und auf 8,37 bei 10 µg/ml MATA ab    
(Abb. 34). Keiner der Unterschiede war signifikant. 
 
 
Abb. 33: Einfluss der Test- und Kontrollsubstanzen auf den pH-Wert im Überstand der HMEC; E2 = 
17β-Estradiol (1 x 10
-9
 mol/l), Tam = Tamoxifen (1  x 10
-4 
mol/l), NK 2 = Medium + Zellen + Ethanol,  








































Abb. 34: Einfluss der Test- und Kontrollsubstanzen auf den pH-Wert im Überstand der Linie Hs 578T; 
E2 = 17β-Estradiol (1 x 10
-9
 mol/l), Tam = Tamoxifen (1  x 10
-4 
mol/l), NK 1 = Medium + Zellen,          







Lebensstil und Ernährungsgewohnheiten sind aufgrund der weltweit erheblichen geographi-
schen Unterschiede in der Inzidenz und Mortalität des Mammakarzinoms in den Fokus zahl-
reicher Forschungsgruppen gerückt. Insbesondere den Phytoestrogenen aus Soja wird ein 
entscheidender Einfluss auf das vergleichsweise niedrige Brustkrebsrisiko in asiatischen 
Ländern beigemessen. Den größten Anteil an Phytoestrogenen in der westlichen Ernäh-
rungsweise machen Lignane aus. Hauptquelle hierfür sind Leinsamen. Die Leinpflanze ist in 
unseren Breitengraden heimisch und gut kultivierbar, sie stellt also theoretisch eine Art Pen-
dant zur Isoflavon-reichen Sojapflanze dar.  
 
Der Einfluss von Lignanen auf Brustkrebszellen sowie deren möglichen Nutzen für die Prä-
vention und Therapie dieser Erkrankung wird daher unter anderem vom Forschungslabor der 
Universitätsfrauenklinik Rostock seit Jahren untersucht [70, 73, 78, 201, 255, 266, 277, 290]. 
Mit Extrakten aus verschiedenen Pflanzenteilen bzw. mit unterschiedlichen Altersstufen und 
Extraktionsmethoden der Leinpflanze Linum usitatissimum wurden in-vitro-Versuche an be-
nignen [290] und malignen [70, 73, 78, 201, 255, 266, 277, 290] Zellen der Mamma durchge-
führt. Insgesamt zeigten sich in den meisten Arbeiten unabhängig vom Hormonrezeptorsta-
tus vor allem bei hohen Extraktkonzentrationen antiproliferative und zytotoxische Effekte auf 
Mammakarzinomzellen [70, 201, 255, 266, 277, 290]. Bei niedrigen Extraktkonzentrationen 
oder ER-positiven Zellen konnten jedoch zum Teil auch proliferative Wirkungen beobachtet 
werden [70, 277, 290]. Die bisherigen Ergebnisse sind auf wenige Zellreihen und einzelne 
Lignane bzw. Extrakt-Gemische begrenzt und lassen keine finale Beurteilung zu. 
 
Ziel dieser Arbeit war es, herauszufinden welchen Einfluss verschiedene isolierte Lignane 
auf unterschiedlich veränderte Mamma- und Mammakarzinomzellen ausüben. Gleichzeitig 
sollte die Wirkung in Abhängigkeit der Expression von Estrogenrezeptoren durch die ver-
schiedenen Zellen betrachtet werden. Das übergeordnete Ziel dahinter ist, die bisherige Stu-
dienlage um Erkenntnisse zu erweitern, um in Zukunft Leinsamen oder auch einzelne Ligna-
ne präventiv oder therapeutisch für das Mammakarzinom generell bzw. spezifische Typen 
dieses vielseitigen Karzinoms einsetzen zu können.  
 
Hierzu wählten wir zwei in der Nahrung häufig vorkommende pflanzliche Lignane Secoisola-
riciresinol und Matairesinol sowie die beiden Säuger-Lignane Enterolacton und Enterodiol 
aus. Diese wurden in-vitro zum einen auf eine gutartig veränderte Mammazelllinie 
(MCF-12A), unveränderte primäre Zellen der Mamma (HMEC) und eine maligne Zelllinie 




ben. Dabei wurde die Wirkung der Lignane anhand dessen Einfluss auf die Zellproliferation, 
Zytotoxizität und oxidativen Stress sowie anhand verschiedener Stoffwechselparameter un-
tersucht und untereinander sowie mit der Wirkung des natürlichen Estrogens 17β-Estradiol 
und des SERMs Tamoxifen verglichen. Die Ergebnisse werden im Folgenden zusammenge-
fasst und im Zusammenhang mit der aktuellen Literatur diskutiert, neue Aspekte angerissen 




Der Hormonrezeptorstatus eines Mammakarzinoms hat in der Klinik eine entscheidende Be-
deutung für dessen Therapiekonzept und die Prognose. Die Expression von Estrogenrezep-
toren bietet die Möglichkeit einer antihormonellen Therapie [68] und ist verglichen mit den 
Hormonrezeptor-negativen Mammakarzinomen weitestgehend unabhängig von anderen 
demographischen oder tumorspezifischen Charakteristika mit einer geringeren Mortalität 
assoziiert [72]. 
 
Da die Expression der Estrogen- und Progesteronrezeptoren eine entscheidende Grundlage 
für die Interpretation der Ergebnisse dieser Arbeit darstellt wurden die drei Zelllinien mit Hilfe 
der immunhistochemischen Untersuchung erneut auf die Expression der Estrogenrezepto-
ren α und β sowie des Progesteronrezeptors überprüft. 
 
Die Zelllinie MCF-12A und die Primärkultur der HMEC wiesen den von der Zellbank ausge-
wiesenen positiven Estrogen- und Progesteronrezeptorstatus auf. Bei der malignen Zelllinie 
Hs 578T blieb wie zu erwarten die immunhistochemische Färbung des ERα und des PR aus. 
Beim Nachweis des ERβ hingegen zeigte sich eine starke rote Farbreaktion. Da auch ande-
ren Studien [123, 238, 299] einen positiven immunhistochemischen Nachweis des Rezeptors 
bei der Linie Hs 578T beschrieben, wurde bei der Interpretation der Ergebnisse in dieser 
Arbeit entgegen der Ausschreibung der Zellbank der ATCC von einer Expression des ERβ 
ausgegangen. Interessanterweise werden Tumoren dieses Zelltyps in der klinischen Diag-
nostik im Rahmen der molekularen Charakterisierung aufgrund der fehlenden Expression der 
α-Isoform des Estrogenrezeptors sowie negativem Progesteron- und HER2-Status den triple 







5.2 EINFLUSS DER LIGNANE AUF ZYTOTOXIZITÄT, ZELLPROLIFERATION, OXIDATIVEN STRESS 
UND ZELLSTOFFWECHSEL IN-VITRO 
 
Zahlreiche Studien beschäftigten sich mit der Wirkung von lignanhaltigen Extrakten der Lein-
pflanze auf hormonabhängige Tumore [70, 89, 108, 201, 255, 266, 277, 290]. Unter dem 
Einfluss von hohen Extrakt-Konzentrationen konnten sowohl auf Hormonrezeptor-positive als 
auch -negative Mammakarzinomzellen antitumorigene Effekte des Leins festgestellt werden, 
bei niedrigen Extraktkonzentrationen zum Teil jedoch auch gegenteilige [70, 89, 201, 255, 
266, 277, 290]. 
Pflanzenextrakte stellen ein Vielstoffgemisch aus zahlreichen unterschiedlichen Substanzen 
dar. In Wurzel-Extrakten der Leinpflanze Linum usitatissimum konnten beispielsweise Lipide, 
Kohlenhydrate, Isoprenoide sowie Polyphenole und je nach Extraktionsmethode (z. B. nach 
Luyengi et al.) in methanolischen Extrakten etwa 1,9–2,4 % Lignane nachgewiesen werden. 
Etwa 17,8–22,8 % dieser Extrakte stellten freie gesättigte und ungesättigte Fettsäuren dar 
[73, 266]. In Leinsamen sind etwa 3–3,8 mg/g Lignane (entspricht 0,3–0,38 %), vorwiegend 
SDG, und mehr als 30 % Fette [20, 30] enthalten [178, 269]. Mit einem Anteil von etwa 50 % 
der freien Fettsäuren ist in Leinsamen bzw. dessen Öl die α-Linolensäure (ALA) zu finden 
[20, 30, 223]. Diese mehrfach ungesättigte Ω-3-Fettsäure konnte in einigen Studien sowohl 
bei Hormonrezeptor-positiven als auch -negativen Mammakarzinomzellen in-vitro die Prolife-
ration hemmen und Apoptose induzieren [133, 291] sowie in-vivo in Ratten und Mäusen bei 
ALA-angereicherter Diät die Inzidenz und das Wachstum von induzierten Mammakarzino-
men senken [125, 165, 279]. Nach einem Review von Liu et al. haben auch zahlreiche epi-
demiologische Studien vielversprechende antitumorigene Effekte von Ω-3-Fettsäuren gezeigt 
[159].  
Um den Anteil der Lignan-Wirkung unabhängig von weiteren Komponenten zu beurteilen 
wurde in dieser Arbeit der Einfluss einzelner Lignane auf Mamma- und Mammakarzinomzel-
len genauer untersucht. 
 
5.2.1 ZYTOTOXISCHE WIRKUNG DER LIGNANE IN-VITRO 
 
Auf die benigne Zelllinie MCF-12A und die Primärkultur der HMEC zeigte keines der vier 
Lignane in den verwendeten Konzentrationen eine signifikante zytotoxische Wirkung. Vor 
allem bei der Zelllinie MCF-12A traten eher gegenteilige Effekte auf.  
 
Auf die ERα-negative und ERβ-positive Zelllinie Hs 578T dagegen wirkten die Lignane, aus-
genommen von Enterodiol, zytotoxisch, unterschieden sich aber nur bei 1 µg/ml Matairesinol 




ration eine Verringerung der zytotoxischen Wirkung im Vergleich zur Negativkontrolle (-6,2 % 
bis -45,7 %), die bei den Konzentrationen 5 µg/ml und 10 µg/ml signifikant war. Unter dem 
Einfluss der übrigen Lignane zeigte sich ein eher undulierender Verlauf. 
  
Die Studienlage der Wirkung von isolierten Lignane ist bisher begrenzt. Theil et al. konnten 
im Jahr 2011 eine geringe (< 5 %) zytotoxische Wirkung von Secoisolariciresinol bei der ER-
und PR-positiven Zelllinie MCF-7 bei 50 µg/ml und bei der ER- und PR-negativen Zelllinie 
Linie BT20 bei 5 µg/ml feststellen [266]. Dass Lignane auf Estrogenrezeptor-negative Zellen 
signifikant zellschädigend wirken können wird ER-unabhängigen Mechanismen zugeschrie-
ben (siehe Kapitel 1.5.1.4). Bei der in dieser Arbeit verwendeten Zelllinien muss als zweiter 
ursächlicher Punkt der ERβ diskutiert werden (siehe Kapitel 5.5).  
 
5.2.2 EINFLUSS DER LIGNANE AUF DIE ZELLPROLIFERATION IN-VITRO 
 
In absteigender Reihenfolge zeigten Enterolacton, Enterodiol und Matairesinol konzentrati-
onsabhängig deutliche signifikant antiproliferative Effekte auf die Hormonrezeptor-positive 
Zelllinie MCF-12A. Unter dem Einfluss von Secoisolariciresinol kam es nur bei einer Kon-
zentration von 1 µg/ml zu einer leichten signifikanten Hemmung der Zellproliferation. In vo-
rangegangenen Studien konnte bei Versuchen mit Leinwurzel-Extrakten und anderen lign-
anhaltigen Pflanzenextrakten wie der Petersilienwurzel eine Hemmung der DNA-Synthese 
durch Lignane auch bei gutartigen Zellen der Mamma (MCF-10A, HMEC, MCF-12A) gezeigt 
werden [237, 290]. Für einzelne Lignane gibt es zu diesem Aspekt bisher kaum Untersu-
chungen. Unter dem Einfluss des isolierten Lignans Pinoresinol kam es bei der ER-negativen 
benignen Mammaepithelzelllinie MCF-10A zu einer signifikanten Zellproliferationshemmung 
bei Konzentrationen zwischen 0,01 und 10 µM, während es bei 100 µM zu einer deutlichen 
Proliferationssteigerung kam [161]. 
 
Auf die maligne Zelllinie Hs 578T zeigten alle vier Lignane in der gleichen Reihenfolge mit 
steigender Konzentration eine signifikante Reduktion der Zellproliferation, die teilweise stär-
ker ausgeprägt war als bei der Zelllinie MCF-12A, jedoch auch eine größere Spannweite 
aufwies. Auch hier sind als Ursache möglicherweise ER-unabhängigen Mechanismen (siehe 
Kapitel 1.5.1.4) und / oder die isolierte Expression des ERβ (siehe Kapitel 5.5) von Bedeu-
tung. 
 
Die starke proliferationshemmende Wirkung der Enterolignane auf Mammakarzinomzellen 
bestätigt die bisherigen Erkenntnisse aus der Literatur [1, 266, 284]. Abarzua et al. wiesen im 




Enterolacton und Enterodiol als durch deren pflanzliche Vorläufer Secosiolariciresinol und 
Matairesinol bei der ER-positiven malignen Mammakarzinomzelllinie MCF-7 sowie der ER-
negativen bösartigen Mammazelllinie BT-20 nach [1]. Auch die Konzentrationsabhängigkeit 
der Lignanwirkung dieser Arbeit findet sich in der Literatur wieder [1, 284]. Insbesondere ho-
he Enterolignan-Konzentrationen > 50–100 µM zeigten bei der Zelllinie MCF-7 sowie den 
ER-negativen Linien BT-20 und MDA-MB-231 eine Inhibition der Zellteilung, während niedri-
gere Konzentrationen bei der ER-positiven Zelllinie MCF-7 teilweise proliferationssteigernde 
Effekte auslösten [1, 284]. In meiner Arbeit konnten die „biphasischen Effekte“ [284] der Lig-
nane bei Hormonrezeptor-positiven Zellen jedoch nicht bestätigt werden. 
Unser Ergebnis, dass Lignane auf Brustkrebs-Zellen zwar nicht zytotoxisch, aber deutlich 
proliferationshemmend wirken, korreliert mit den Beobachtungen anderer Arbeiten an den 
Zelllinien MCF-7 und BT-20 [266]. Theil beobachtete in-vitro unter 10 µg/ml und 50 µg/ml 
Secoisolariciresinol eine signifikante Suppression der Proliferation von MCF-7-Zellen auf 
76 % bzw. 68 % im Vergleich zur Kontrollgruppe, bei BT-20-Zellen war die Reduktion der 
Proliferation auf etwa 91 % unter 1 µg/ml, 5 µg/ml, 10 µg/ml und auf 73 % unter 50 µg/ml 
signifikant. Die Zytotoxizität lag dabei stets unter 5 %. Dies sei möglicherweise auf eine Be-
einflussung verschiedener Mechanismen der DNA-Synthese zurückzuführen [266]. 
 
Im Gegensatz zu meiner Arbeit war bei Abarzua et al. und Theil jedoch die Proliferations-
hemmung bei den ER-negativen Zellen geringer ausgeprägt als bei Hormonrezeptor-
positiven [1, 266]. Eine Proliferationssteigerung konnte von Theil bei niedrigen Konzentratio-
nen aber ebenfalls nicht beobachtet werden [266]. 
 
Der Einfluss der Lignane auf die Proliferation der Primärkultur der HMEC war insgesamt 
deutlich geringer ausgeprägt als bei der benignen und malignen immortalisierten Zelllinie. 
Den größten Effekt zeigte ebenfalls Enterolacton mit einer leichten nicht-signifikanten Hem-
mung um 16 % im Vergleich zur Negativkontrolle. Die anderen Lignane zeigten in höheren 
Konzentrationen ebenfalls antiproliferative Effekte zwischen 10 % und 15 %. Bei Matairesinol 
in der geringsten Konzentration kam es dagegen zu einer leichten, nicht-signifikanten Zu-
nahme der Zellproliferation. Zum Vergleich liegen hier lediglich Studien mit lignanhaltigen 
Extrakten vor. Weu-Domschke beispielsweise wies in-vitro deutliche antiproliferative Effekte 
verschiedener Leinwurzel-Extrakte auf HMEC in allen getesteten Konzentrationen (50–
1000 µg/ml) nach [290]. Der deutliche Unterschied des Ausmaßes der Proliferationshem-
mung könnte durch die zahlreichen weiteren Substanzen in den Extrakten erklärt werden, die 






5.2.3 EINFLUSS DER LIGNANE AUF DEN OXIDATIVEN STRESS UND ZELLSTOFFWECHSEL IN-VITRO 
 
5.2.3.1 EINFLUSS DER LIGNANE AUF DEN OXIDATIVEN STRESS DER ZELLEN 
 
Sowohl bei der Initiation als auch bei der Promotion und Progression der Karzinogenese wird 
oxidativem Stress eine wichtige Rolle zugeschrieben [222]. ROS wie H2O2 sind Zwischen-
produkte des physiologischen aeroben Zellstoffwechsels. Bei Ungleichgewicht von oxidativer 
und antioxidativer Kapazität der Zelle können ROS die DNA direkt durch Initiation von 
Strangbrüchen oder Punktmutationen schädigen sowie Transkriptionsfaktoren wie NF-κB 
und AP-1 und damit Wachstums-, Zellzyklus-, Apoptose- und Angiogenese-Regulatoren akt-
vieren [222]. 8-Hydroxy-2'-deoxyguanosine, eines der vorrangig bei oxidativem Stress enste-
henden DNA-Produkte, konnte bei invasiven Brustkrebszellen in einer um ein Vielfaches 
höheren Konzentration als in normalem Gewebe der gleichen Person gefunden werden 
[168]. 
 
Die H2O2-Konzentration der Negativkontrolle der Zelllinie Hs 578T lag leicht über dem der 
Zelllinie MCF-12A und deutlich über dem Niveau der Primärkultur der HMEC. Auch in der 
Literatur wird beschrieben, dass Tumorzellen in-vitro deutlich mehr ROS produzieren als 
unveränderte Zellen [259]. Unter Einfluss der Lignane nahm der oxidative Stress in meinen 
Veruchsreihen bei der Linie Hs 578T insgesamt leicht um 5–10 % ab, bei Enterodiol und Se-
coisolariciresinol zum Teil um bis zu 14 %. Die Wasserstoffperoxid-Konzentration schien bei 
hohen Lignan-Konzentrationen passend zur starken Hemmung der Zellproliferation tenden-
ziell abzunehmen, der Verlauf war aber größtenteils undulierend. Jedoch beeinträchtigen die 
große Spannweite der beiden Werte der Negativkontrolle sowie die einmalige Messung der 
Konzentration unter den Lignanen die finale Aussagekraft der Ergebnisse.  
 
Der Einfluss der vier Lignane auf die Wasserstoffperoxid-Konzentration der Zelllinie 
MCF-12A war insgesamt nur sehr gering (+/-5 %) und nicht signifikant ausgeprägt. Unter 
Enterolacton nahm sie mit steigenden Substanzkonzentrationen leicht ab, unter 50 µg/ml 
Enterolacton zeigte sich der stärkste Effekt (-5 %). Auch bei Enterodiol und Matairesinol 
zeigten sich größtenteils leicht erniedrigte H2O2 -Mengen, aber eher undulierende Verläufe.  
 
Das Niveau des oxidativen Stresses der Primärkultur der HMEC lag insgesamt deutlich un-
terhalb der beiden anderen Zelllinien (bei <1/5). Als Ursache hierfür kommen einerseits die 
aufgrund der begrenzten Kultivierbarkeit und Kostenintensivität um 1/3 geringere Zellzahl 
und damit weniger stoffwechselaktive Zellen, andererseits die weitestgehend erhaltene 




niedrigere Niveau von oxidativem Stress in unveränderten Zellen [168, 259] in Betracht. Die 
Lignane hatten auf die Primärkultur zudem einen deutlich stärkeren Einfluss als auf die ande-
ren beiden Zelllinien. Ähnlich wie bei der Zelllinie MCF-12A zeigte sich bei der Primärkultur 
der HMEC passend zur antiproliferativen Wirkung von Enterolacton eine leichte konzentrati-
onsabhängige Reduktion der Wasserstoffperoxid-Konzentration, jedoch nicht unterhalb der 
Negativkontrolle. Unter Einfluss der anderen drei Lignane zeigten sich undulierende Verläufe 
mit einer zum Teil 2- bis 6-fachen Reduktion des oxidativen Stresses im Vergleich zur Nega-
tivkontrolle, insbesondere bei Secoisolaricireinsol und Matairesinol. Eine mögliche kar-
zinoprotektive Wirkung der Lignane auf unveränderte Zellen wird hier besonders deutlich, die 
Aussagekraft dieser Werte ist jedoch bei einer nur einmaligen Messung eingeschränkt.  
 
Niemeyer et al. untersuchten in ihrer Studie das antioxidative Potenzial der vier auch in die-
ser Arbeit getesteten Lignane. Mittels sog. Ferric Reducing / Antioxidant Power Assay (FRAP 
Assay) kamen sie zu dem Ergebnis, dass Secoisolariciresinol und Matairesinol in den Kon-
zentrationen 50–400 µmol/l eine deutlich größere antioxidative Kapazität als die Säuger-
Lignane Enterodiol und Enterolacton in den Konzentrationen 1000–2000 µmol/l aufweisen. 
Dies wurde auf die zusätzliche Methylgruppe der pflanzlichen Vertreter zurückgeführt [197] 
und korreliert mit den Ergebnissen der Primärkultur der HMEC in dieser Arbeit. Eine weitere 
Untersuchung, die diese Fragestellung an den Substanzen SDG, Enterolacton und Enterodi-
ol untersuchte, stellte mittels verschiedener anderer in-vitro-Methoden (z. B. ammonium thio-
cyanate assay und deoxyribose assay) fest, dass ENL und END in den Konzentrationen 
10 µmol/l und v. A. 100 µmol/l ein höheres antioxidatives und damit antikarzinogenes Poten-
zial als SDG besitzen [135]. Dies könnte unter anderem mit der Glykosylierung und fehlen-
den phenolischen Hydroxylgruppen des SDG zusammenhängen, die als Radikalfänger fun-
gieren [135]. Prasad kam mit einer anderen Methode (chemiluminescence of zymosan-
activated polymorphonuclear leukocytes PMNL-CL) zu ähnlichen Ergebnissen: In einer Kon-
zentration von 2500 µg/ml führten END > SECO > ENL > SDG zu einer Reduktion von ROS 
[214]. 
 
5.2.3.2 EINFLUSS DER LIGNANE AUF DEN GLUKOSEVERBRAUCH DER ZELLEN 
 
Der Glukose-Verbrauch der Zellen liefert einen Hinweis auf die metabolische Aktivität und 
damit Vitalität der unterschiedlichen Zelllinien unter dem Einfluss der Lignane. Die Glykolyse 
findet in allen Zellen des menschlichen Organismus statt und ist für den Abbau von Glukose 
zu Pyruvat und Energie zuständig. Bei Anwesenheit von Sauerstoff wird Pyruvat in der Regel 
im Rahmen der aeroben Glykolyse über den Zitrat-Zyklus und die oxidative Phosphorylie-




heraus, dass Tumor-Zellen neben einer vermehrten Glukose-Aufnahme die besondere Ei-
genschaft besitzen das Pyruvat auch trotz eines hohen Sauerstoffangebotes mittels anaero-
ber Glykolyse zu Lactat zu verstoffwechseln („Warburg-Effekt“). Dieser energetisch weniger 
effektive Abbaumechanismus führt unter anderem zu einer Veränderung der Mikroumgebung 
des Tumors sowie zu Zwischenmetaboliten für andere anabole Stoffwechsel-Reaktionen der 
Tumoren, welche z. B. die Zellproliferation fördern und die Tumorinvasion erleichtern können 
[140]. 
 
Die Glukosekonzentration in den jeweiligen Nährmedien nahm bei den Negativkontrollen 
durch den Zellstoffwechsel erwartungsgemäß bei allen Zelllinien ab. Im Zuge der starken 
Proliferationshemmung wurde daher bei den Zellen der Linie MCF-12A und Hs 578T bei 
steigender Konzentration der Lignane eine deutliche Verringerung des Glukoseverbrauchs 
im Vergleich zur Kontrolle erwartet. In Studien konnte zudem festgestellt werden, dass ande-
re sekundäre Pflanzenstoffe wie beispielsweise Quercetin (10–100 µM), ein Polyphenol aus 
der Gruppe der Flavonoide, in-vitro ER-unabhängig die Glukose-Aufnahme in ER-positiven 
und -negativen Mammakarzinomzellen (MCF-7 und MDA-MB-231) hemmen können. Kom-
pensatorisch kam es zu einer Hochregulation der Expression des Glukose-Transporters 
GLUT1 [186]. Eine weitere Studie zeigte dass das Flavonoid Silybin bzw. dessen Derivat 
Dehydrosilybin (0–60 µM) in-vitro bei Adipozyten (3T3-L1) und Ovarialzellen Chinesischer 
Hamster (CHO) die Aufnahme von Glukose über den GLUT-4 kompetitiv hemmen konnten 
[306]. Diese Zusammenhänge ließen sich aus den gemessenen Glukose-Konzentrationen 
der Zelllinien jedoch nicht ableiten, da die Unterschiede zur Negativkontrolle minimal und die 
Streuweite der Ergebnisse groß waren. Auch bei der Primärkultur der HMEC ließen sich kei-
ne eindeutigen Abweichungen von der Glukosekonzentration der Negativkontrolle oder kon-
zentrationsabhängige Verläufe der einzelnen Lignane feststellen. Die isolierten Lignane 
scheinen sich in den in dieser Arbeit verwendeten Konzentrationen nicht signifikant auf den 
Zellmetabolismus auszuwirken.  
 
5.2.3.3 EINFLUSS DER LIGNANE AUF DEN PH-WERT DER ZELLEN 
 
Der pH-Wert dient ebenfalls als Marker für die metabolische Aktivität der Zellen. Bei der zur 
Proliferation der Tumorzellen notwendigen Energiegewinnung fällt durch die anaerobe Gly-
kolyse Laktat an (siehe Kapitel 5.2.3.2) und führt zu einer Absenkung des pH-Wertes im ext-
razellulären Milieu. Neben Vorteilen für das Tumorwachstum [140] kann die veränderte 
Mikroumgebung der Zellen den Zugang und die Sensitivität für Pharmaka in Abhängigkeit 
von deren jeweiligen chemischen Eigenschaften positiv oder negativ beeinflussen. Schwach 




Umgebung beispielsweise protoniert und deren Aufnahme in die Tumorzellen infolge der 
abnehmenden Membranpermeabilität verringert [274].  
 
Infolge der starken konzentrationsabhängigen Proliferationshemmung der Zelllinien 
MCF-12A und Hs 578T durch die Lignane müsste es mit steigender Konzentration zu einer 
Abnahme der Glukoseverwertung und damit Annäherung des pH an die Negativkontrolle 
kommen. 
Bei Betrachtung des pH-Wertes zeigte sich bei Zugabe der Lignane jedoch bei keiner der 
Zelllinien ein deutlicher Einfluss. Der pH-Wert bei der malignen Zelllinie Hs 578T lag durch 
den hohen pH des Mediums generell über demjenigen der anderen beiden Zelllinien und die 
Veränderungen lagen stets nahe der Negativkontrolle. Ein Vergleich der Ergebnisse der iso-
lierten Lignane ist aufgrund der mangelnden Datenlage in der Literatur nicht möglich.  
 
5.3 EINFLUSS VON 17Β-ESTRADIOL 
 
17β-Estradiol stellt die biologisch aktivste Form der Estrogene im menschlichen Organismus 
dar [8]. Über Estrogenrezeptor-abhängige und -unabhängige Mechanismen vermitteln Estro-
gene zahlreiche sexualspezifische und -unspezifische Wirkungen und spielen eine zentrale 
Rolle bei der Initiation, Promotion und Progression von Brustkrebs (siehe Kapitel 1.3.3). Je 
nach Zyklusphase produzieren nicht-schwangere Frauen vor der Menopause prämenstrual 
täglich 50 µg bis 70 µg Estradiol und präovulatorisch 200 µg bis 400 µg Estradiol. In der 
Postmenopause dagegen sinkt die Produktion auf 5 µg bis 25 µg pro Tag ab. Dabei entste-
hen im Serum Konzentrationen von 40 bis 500 pg/ml bei prämenopausalen und < 20 pg/ml 
bei postmenopausalen Frauen [98]. Waaseth et al. stellten fest, dass die Plasma-Estradiol- 
und FSH-Konzentration bei Frauen, die eine systemische HET einnahmen, mit dem Level 
von prämenopausalen Frauen vergleichbar waren [283]. In dieser Arbeit wurde 17β-Estradiol 
in einer Konzentration von 1 x 10-7 mol/l zu den Zellen gegeben, was unter Berücksichtigung 
der Verdünnung von 1:100 (1 x 10-9 mol/l) auf den Platten umgerechnet etwa 272,5 pg/ml 
entspricht. Es handelt sich dabei also theoretisch um einen Wert, der durchschnittlich im Zyk-
lus von prämenopausalen Frauen erreicht wird.  
 
Im LDH-Test zeigte 17β-Estradiol in der verwendeten Konzentration auf die Zellen der Linie 
MCF-12A und die HMEC keine, auf die maligne Zelllinie Hs 578T eine leichte, signifikant 
zellschädigende Wirkung (Median 7,8 %). Dies deckt sich mit den Ergebnissen von Weu-
Domschke, die in der gleichen Konzentration keine bzw. geringe nicht-signifikante zytotoxi-
sche Effekte durch Estradiol bei den ER-positiven Zelllinien MCF-7 und -12A sowie bei den 




17β-Estradiol führte zudem in der verwendeten Konzentration bei keiner der drei Zelllinien zu 
signifikant proliferationsfördernden Effekten im Vergleich zur Negativkontrolle. Vielmehr 
konnte im BrdU-Test bei Zugabe von 17β-Estradiol bei der benignen Zelllinie MCF-12A eine 
leichte nicht-signifikante und bei der malignen Zelllinie Hs 578T eine etwas stärkere, signifi-
kante Reduktion der Zellproliferation nachgewiesen werden (Median 94 % bzw. 80 %). Dies 
bestätigt frühere Ergebnisse, die eine antiproliferative Wirkung von Estradiol in hohen Kon-
zentrationen (1 x 10-7 M bzw. ≥ 1 x 10-6 M) auf MCF-7-Zellen beschrieben [239, 287]. Neben 
einer Hemmung der ERα-vermittelten Proliferation durch den von allen Zelllinien exprimierten 
ERβ kommt auch das Vorhandensein von ER-unabhängigen Mechanismen in Betracht. Pas-
send zu Letzterem konnte bei der vorangegangenen Untersuchung von Weu-Domschke so-
wohl bei benignen (MCF-10A und MCF-12A) als auch malignen Mammazellen (MCF-7 und 
BT-20), unabhängig von Rezeptorstatus und Dignität, ein ähnlicher Einfluss mit mäßigen 
aber signifikant-antiproliferativen Effekten von 17β-Estradiol beobachtet und auf eine begin-
nende antiproliferative und zytotoxische Wirkung des Estradiols bei dieser relativ hohen 
Konzentration zurückgeführt werden [290].  
Bei der ER- und PR-Rezeptor-positiven Primärkultur der HMEC dagegen hatte 17β-Estradiol 
nahezu keinen Effekt auf die Zellproliferation (Median 100 %). Bei Weu-Domschke hingegen 
traten bei den HMEC überwiegen proliferative Effekte auf (Median 136 %) [290]. Eine ein-
deutige Interpretation ist bei der kleinen Anzahl an Ansätzen der beiden Arbeiten (n = 8) 
nicht möglich. Bei einer in-vitro-Studie mit Proben normalen unveränderten Brustgewebes 
konnte jedoch festgestellt werden, dass die ER-exprimierenden Zellen unter Estradiol-
Einfluss nicht generell proliferieren, sondern vielmehr als Sensor für Estrogene dienen und 
über einen parakrinen Mechanismus proliferationssteigernd auf die umgebenden Zellen wir-
ken [51].  
 
Bei Betrachtung der Stoffwechselparameter der Zellen führte 17β-Estradiol insgesamt zu 
sehr geringen, nicht-signifikanten Veränderungen. Es kam bei allen drei Zelllinien zur leich-
ten Abnahme der Glukosekonzentration im Medium, zum Teil unterhalb der Negativkontrolle, 
sowie zu einer leichten Abnahme des pH-Wertes. Dies könnte zu einer geringen Proliferati-
onszunahme und infolgedessen einem erhöhten Energieverbrauch der Zellen passen. Ri-
venzon-Segal et al. stellten fest, dass es zudem durch Einfluss von Estrogenen bei MCF-7-
Zellen in-vitro zu einer verstärkten Expression des Glukosetransporters 1 (GLUT-1) und 
dadurch zu einer verstärkten Glykolyse mit konsekutiv erhöhtem Glukosebrauch der Zellen 
kommen kann [226]. 
Der oxidative Stress hingegen nahm bei den Zelllinien MCF-12A und den HMEC minimal zu, 
bei der Zelllinie Hs 578T minimal ab. In der Literatur findet sich passend dazu bei der ER-




zierten oxidativen Stress, bei der ER-negativen Linie MDA-MB-231 hingegen nicht. Die er-
höhte Sensitivität für DNA-Schäden durch oxidativen Stress unter Estradiol-Einfluss wird 
unter anderem einer ER-vermittelten Modulation von antioxidativen Enzymen, beispielsweise 
der Katalase oder Glutathion, zugeschrieben [182]. 
 
Im Vergleich zu den Lignanen zeigte sich bei 17β-Estradiol in Bezug auf die Zytotoxizität 
überwiegend kein signifikanter Unterschied. Bei der Zelllinie MCF-12A war der hemmende 
Einfluss auf die Zellproliferation von ENL, END und MATA, bei Hs 578T auch von SECO in 
hohen Konzentrationen signifikant stärker ausgeprägt als derjenige des Estradiols, was die 
Idee eines möglichen präventiven bzw. therapeutischen Effekt von Lignanen stützt. 
 
5.4 EINFLUSS VON TAMOXIFEN 
 
Tamoxifen wird als selektiver Estrogenrezeptor Modulator im Rahmen einer antihormonellen 
Therapie bei Estrogen- und / oder Progesteronrezeptor-positivem Brustkrebs in allen Stadien 
der Erkrankung als fester Therapiebestandteil eingesetzt. In der Regel wird Tamoxifen prä-
menopausal für mindestens fünf Jahre mit einer täglichen Dosis von 20 mg eingenommen 
[68]. Insbesondere von dem Cytochrom-P450-Enzym CYP 2D6, das einen wichtigen Schritt 
im Tamoxifen-Stoffwechsel katalysiert, sind zahlreiche genetische Polymorphismen bekannt, 
die zu stark abweichenden Enzymaktivitäten führen. Aufgrund der interindividuellen geneti-
schen Enzymausstattung unterscheiden sich die Plasmakonzentrationen von Tamoxifen und 
seinen aktiven Metaboliten von Patientin zu Patientin erheblich [31, 235]. Da die entstehen-
den Metaboliten des Tamoxifens eine vielfach (> 100-fach) höhere Affinität zum Estrogenre-
zeptor besitzen als Tamoxifen selbst, wird vor allem durch Endoxifen, das in über sechsfach 
höheren Plasmakonzentrationen vorkommt als 4-Hydroxy-Tamoxifen, der überwiegende An-
teil der Tamoxifen-Wirkung vermittelt [126, 155]. In-vitro-Studien mit Tamoxifen sind daher 
nur bedingt mit dem menschlichen Organismus vergleichbar [8]. Tamoxifen erreicht im 
Plasma Konzentrationen zwischen 190 und 420 nmol/l [31]. Unter Berücksichtigung der Ver-
dünnung auf der Platte entspricht die in dieser Arbeit hinzugegebene Tamoxifen-
Konzentration von 1 x 10-4 mol/l in etwa 10.0000 nmol/l, also ca. das 240- bis 530-fache der 
durchschnittlichen Plasmakonzentration. Durch die Verwendung einer derart hohen Tamoxi-
fen-Konzentration soll die im Organismus vorwiegend durch die aktiven Metabolite bedingte 
Wirkung berücksichtigt und imitiert werden.  
 
Tamoxifen wirkte im Vergleich zu den Negativkontrollen auf die Zellen aller drei Zellreihen 
(MCF-12A, HMEC und Hs 578T) stark und signifikant zytotoxisch (Median 118 %, 113 % und 




MCF-12A als auch bei der malignen ERα-negativen Zelllinie Hs 578T zu einer ausgeprägten 
signifikanten Hemmung der Zellproliferation auf unter 1 % der Negativkontrolle. Passend 
dazu war auch der Glukoseverbrauch bei diesen beiden Zelllinien im Vergleich zur Negativ-
kontrolle geringer und der pH-Wert im Vergleich zur Kontrolle höher. In der Literatur finden 
sich auch für ER- und PR-negative Zellen, wie beispielsweise der benignen Mammazelllinie 
MCF-10A und der malignen Mammakarzinomzelllinie BT-20, zytotoxische und antiproliferati-
ve Wirkungen ähnlicher Größenordnung [1, 78, 290]. Dies deutet auf ER-unabhängige Me-
chanismen von Tamoxifen hin. In der Literatur wurden beispielsweise die Induktion von 
Apoptose über die Aktivierung des ERK1/2- oder Inhibition des CIP2A/PP2A/p-Akt-
Signalwegs und die Reduktion der zellulären Glutamin-Aufnahme über die Hemmung der 
Expression des Glutamin-Transporters ASCT2 als potenzielle Mechanismen nachgewiesen 
[158, 271, 307]. Weiterhin könnte bei allen Zelllinien in dieser Arbeit der ERβ eine Rolle spie-
len (siehe Kapitel 5.5). 
  
Bei der ER- und PR-Rezeptor-positiven Primärkultur der HMEC dagegen hatte Tamoxifen in 
dieser Arbeit, genauso wie 17β-Estradiol, bei einer kleinen Zahl an Ansätzen (n = 8) und ei-
ner großen Spannweite der Ergebnisse, keinen signifikanten Effekt auf die Zellproliferation. 
In der Studie von Weu-Domschke hingegen wurden durch Tamoxifen in der gleichen Kon-
zentration auch bei diesen primären Zellen deutliche antiproliferative Effekte festgestellt, je-
doch ebenfalls mit einer großen Spannweite der Ergebnisse [290]. Letzteres würde zu dem 
verringerten Glukoseverbrauch der HMEC unter Tamoxifen-Einfluss und dem erhöhten pH-
Wert im Vergleich zur Negativkontrolle in dieser Arbeit passen. Rivenzon-Segal et al. zeigten 
zudem, dass es bei der Zelllinie MCF-7, entgegengesetzt zur Wirkung von 17β-Estradiol, 
in-vitro zu einer verminderte Expression des GLUT-1 und damit der Energiegewinnung mit-
tels Glykolyse kommen kann [226].  
 
Bei Betrachtung des oxidativen Stresses zeigten sich unterschiedliche Ergebnisse. Bei der 
Zelllinie MCF-12A und den HMEC war die H2O2-Konzentration zwar im Vergleich zur Nega-
tivkontrolle auch unter Tamoxifen erhöht, lag jedoch niedriger als unter dem Einfluss von 
17β-Estradiol. Dies passt zur Abschwächung der Estrogen-vermittelten Hemmung von antio-
xidativen Enzymen durch Tamoxifen [182]. Zudem konnte in einer Studie von Montano et al. 
bei der ER-positiven Zelllinie MCF-7 durch Interaktion von Tamoxifen mit dem antioxidative 
response element des Chinon-Reduktase-Gens eine Hochregulation der Chinon-Reduktase 
und damit ein möglicher Mechanismus für die Verringerung von oxidativem Stress gezeigt 
werden [184]. Bei der Linie Hs 578T dagegen übte Tamoxifen in dieser Arbeit, genauso wie 




bracht werden könnte und gleichzeitig bei großer Streuweite der Werte nur unter Vorbehalt 
zu interpretieren ist.  
  
Der zytotoxische und proliferationshemmende Einfluss von Tamoxifen auf die Zelllinien 
MCF-12A und Hs 578T war signifikant stärker ausgeprägt als derjenige der Lignane in allen 
Konzentrationen. Bei der Primärkultur der HMEC war zwar die zytotoxische Wirkung signifi-
kant stärker als die der Lignane, beim Einfluss auf die Zellproliferation hingegen zeigte sich 
unter Tamoxifen zu den Lignanen kein signifikanter Unterschied. 
 
5.5 DIE ROLLE DES ESTROGENREZEPTORS BETA 
 
Dem Estrogenrezeptor β bzw. dem Verhältnis von ERα und ERβ im Gewebe, wird zuneh-
mend eine protektive Rolle gegenüber der Entstehung und Progression von Brustkrebs zu-
geschrieben und der ERβ als unabhängiger prädiktiver Parameter einer antihormonellen 
Therapie sowie als prognostischer Marker diskutiert [84, 102, 147, 157, 231, 242, 261, 275]. 
 
Der ERβ wird sowohl in normalem Brustdrüsengewebe als auch von Mammakarzinomenze l-
len exprimiert [205]. Bei Vorhandensein beider Rezeptoren wird in Brustkrebszellen über den 
ERβ die Expression zahlreicher ERα-regulierter Gene gehemmt, die unter anderem wichtige 
Regulatoren der Zellproliferation und des Zellzyklus darstellen. In-vitro konnte in Proliferati-
ons-Assays bei Expression des ERβ der Zellen die Estrogen-induzierte Zellproliferation über 
den ERα komplett unterbunden werden [292]. Passend dazu kam es in einer in-vitro Studie 
von Treeck et al. bei knockdown, also Deaktivierung, des ERβ bei der ERα- und ERβ-
positiven Zelllinie MCF-7 und der ERα-negativen Zelllinie MCF-10A Liganden- bzw. ERα-
unabhängig zu einer deutlichen Wachstumszunahme [275]. Auch von Schüler-Tropjak et al. 
konnte eine Zunahme der Zellproliferation sowie eine dreifach höhere Invasivität der ERα-
negativen Zelllinie MDA-MB-231 bei ERβ-knockdown festgestellt werden [238]. 
 
Passend dazu wird die Karzinogenese von Mammakarzinomen mit einem Verlust bzw. einer 
Verringerung der ERβ-Expression in Verbindung gebracht [147, 231, 242]. Beispielsweise 
konnten Shaaban et al. in ihrer immunhistochemischen Analyse von 283 Mammakarzinom-
Präparaten eine Abnahme der ERβ-Expression von im Mittel 94,3 % der Zellen in normalem 
Brustgewebe über 76,7 % bei duktaler Hyperplasie, 70,0 % beim DCIS und 60,0 % bei inva-
siven Karzinomen nachweisen [242]. In einer weiteren Studie von Huang et al. wurde durch 
genauere Differenzierung bei invasiv-duktalen Karzinomen eine ERβ-Expression von nur 
10 % festgestellt. Huang et al. konnten zudem zeigen, dass dabei deutliche Unterschiede 




logischen Grading existieren. Während in duktalen Karzinomen im Gegensatz zu deren Vor-
stufen vor allem der ERα nachgewiesen werden konnte und es bei high-grade Tumoren zu 
einem kompletten Verlust von ERα und -β kommen kann, zeigte sich in lobulären Karzino-
men in frühen Stadien eine Expression beider Estrogenrezeptoren mit einem Verlust des 
ERβ und einer Proliferationszunahme bei fortgeschrittener Erkrankung [116].  
 
Bisher wird in der Klinik der ERα standardmäßig für die Indikation einer antihormonellen The-
rapie bestimmt. Fakt ist aber, dass einerseits nicht alle ERα-positiven Mammakarzinome auf 
Tamoxifen ansprechen und andererseits auch einige ERα-negative Tumore auf den Estro-
genentzug reagieren [170]. Reese et al. gehen davon aus, dass etwa 30 % der triple-
negativen Mammakarzinome den ERβ exprimieren [220]. Die Bedeutung des ERβ sowie 
mögliche Mechanismen werden aktuell in zahlreichen Studien untersucht. 
 
In einer Studie von Hartman et al. aus dem Jahr 2006 führte ein modifiziertes ERβ-positives 
Xenograft der ERα-positiven Mammakarzinomzelllinie T47D in immunodefizienten Mäusen 
neben der Reduktion des Tumorvolumens zu einer Abnahme von Ki67, der Anzahl von Blut-
gefäßen der Tumore sowie von proangiogenetischen Faktoren wie dem vascular endothelial 
growth factor (VEGF) und dem platelet-derived growth factor β (PDGFβ) in-vivo. In-vitro zeig-
te sich bei der ERβ-positiven Variante ebenfalls eine reduzierte Expression von VEGF- und 
PDGFβ-mRNA [106]. Weitere Studien bestätigen die proliferations-, invasions- und wachs-
tumshemmende Wirkung des ERβ [39, 147, 206, 256, 275] auch in ERα-negativen Zellen 
[147, 221] und in-vivo [220], beispielsweise durch Regulation des Zellzyklus über die Beein-
flussung von Cyclinen und Cyclin-abhängigen Kinasen (z. B. Cyclin D1 oder CDK1) [206, 
220, 256]. Auch oxidativer Stress als möglicher Initiator von DNA-Schäden wird über den 
ERβ beeinflusst. Die Chinon-Reduktase, ein Enzym des Vitamin E-Stoffwechsels, hat Anteil 
an der antioxidativen Kapazität des Organismus. In einer in-vitro-Studie stellten Montano 
et al. fest, dass bei der ERα- und ERβ-positiven Brustkrebszelllinie MCF-7 der ERβ einen 
potenteren Aktivator der electrophile response elements des Chinon-Reduktase-Gens dar-
stellt als der ERα [183]. 
Über den Zusammenhang des ERβ und dem prädiktiven Wert einer antihormonellen Thera-
pie wurde in der Literatur in den ERα-positiven Zelllinien T47-D und MCF-7 bei ERβ-
Expression eine Herabregulation des Protoonkogen-Dimers c-ErbB-2/receptor tyrosine kina-
se erbB-3 (HER2/HER3) aus der EGFR-Familie und gleichzeitig eine Verstärkung des Akt-
Inhibitors und Tumorsuppressors phosphatase and tensin homologue deleted on chromoso-
me 10 (PTEN) beschrieben. Das Dimer HER2/HER3 ist mit einem schlechten Ansprechen 
auf endokrine und HER2-Inhibitor-Therapie assoziiert, die Expression von PTEN ist in malig-




tet. Die über den ERβ vermittelten Veränderungen führen zur Hemmung des Akt-
Signalwegs, der eine bedeutende Rolle bei der Regulation von Zellproliferation, Wachstum 
und Apoptose spielt und bei Aktivierung mit einer Tamoxifen-Resistenz und einem verringer-
ten Gesamtüberleben assoziiert ist. Dies trägt womöglich einen Anteil an der erhöhten 
Tamoxifen-Sensitivität der beiden Zelllinien bei ERβ-Expression bei [157]. Treeck et al. konn-
ten feststellen, dass ein knockdown des ERβ bei der ER-positiven Mammakarzinomzelllinie 
MCF-7 zu einer verringerten Tamoxifen-Sensitivität führt, bei der benignen ERα-negativen 
Zelllinie MCF-10A jedoch nicht [275]. 
Epidemiologische Studien zeigten bisher, bei starker Heterogenität der Methoden, ebenfalls 
keine eindeutigen Ergebnisse. In einem Review aus dem Jahr 2014 beschrieben Haldosen 
et al. bei der Mehrzahl der analysierten Studien einen positiven Zusammenhang von ERβ-
Expression und günstigen prognostischen Markern des Mammakarzinoms wie ERα- Expres-
sion, geringer Tumorgröße und negativem Lymphknotenstatus sowie einem verlängerten 
krankheitsfreien Überleben. Eine negative Assoziation fand sich zur HER2-Expression. An-
dere Studien stellten jedoch auch gegenteilige Effekte fest. Diese bi-faced role des ERβ ist 
möglicherweise abhängig von dem Vorhandensein bzw. der Abwesenheit des ERα sowie 
zusätzlich von der jeweiligen Isoform des ERβ [102]. Die Mehrzahl an Studien aus dem Re-
view von Fox et al. beschreibt ein günstigeres Ansprechen von ERα-positiven Tumoren auf 
eine adjuvante Tamoxifen-Therapie bei Expression des ERβ. Wird nur der ERβ exprimiert 
wurde allerdings eine Assoziation zu einem verringerten Ansprechen auf die endokrine The-
rapie und einem schlechteren Outcome beschrieben. Ob dieses Ergebnis mit dem ERβ oder 
anderen Faktoren, wie der HER2-Expression in high-grade Tumoren oder unterschiedlichen 
Tumortypen zusammenhängt, ist unklar [84]. Eine neuere Metaanalyse von Tan et al. be-
schreibt den ERβ als günstigen prognostischen Parameter für das krankheitsfreie- und das 
Gesamtüberleben, insbesondere bei ERα-negativen Tumoren. Die Rolle des ERβ als prädik-
tiver Faktor bei der endokrinen Therapie blieb jedoch auch hier aufgrund der abweichenden 
Studienergebnisse offen [261]. Die biologischen Hintergründe sind nach wie vor weitestge-
hend unklar und bedürfen bei der vorliegenden Inhomogenität der Ergebnisse weiterer Auf-
klärung. 
 
Auf die Zellen der Linie Hs 578T dieser Arbeit, als Vertreter eines triple-negativen Karzinoms 
mit Expression des ERβ, zeigte sich unter dem Einfluss der Lignane einerseits eine höhere 
Zytotoxizität als bei den ERα- und ERβ-positiven MCF-12A-Zellen, andererseits eine ebenso 
bzw. teilweise stärkere Proliferationshemmung. Zudem sprachen die Hs 578T-Zellen in den 
hier verwendeten Konzentrationen ebenso gut bzw. teilweise stärker auf Tamoxifen an als 
die ERα- und ERβ-positive Zelllinie MCF-12A, was die Ergebnisse der Metaanalyse von Tan 




Die potenziellen antitumorigenen Eigenschaften des ERβ bieten im Sinne einer zielgerichte-
ten Therapie einen Ansatzpunkt für selektive pharmakologische Interventionen [112, 116, 
238]. Nach Huang et al. könnten ERβ-Agonisten demnach vor allem bei Prävention von in-
vasiven duktalen Karzinomen und Tamoxifen als ERα-Antagonist insbesondere bei fortge-
schrittenen lobulären Karzinomen eingesetzt werden [116]. Schüler-Topjak et al. untersuch-
ten 2016 in einer in-vitro Studie den Einfluss selektiver Pharmaka auf triple-negative Tumor-
zellen. Die spezifischen ERβ-Agonisten ERB-041 und WAY200070 führten bei den Zelllinien 
MDA-MB-231 (starke ERβ-Expression) und Hs 578T (schwache ERβ-Expression), die Ago-
nisten Liquiritigenin und 3β-Adiol zusätzlich bei der Linie MDA-MB-231, zu einer verminder-
ten Zellinvasion [238]. Hinsche et al. wiesen zudem bei Behandlung der TNBC-Zelllinien 
HCC1806 und HCC1937 mit den ERβ-Agonisten Liquiritigenin und ERB-041 zwar keine Ver-
änderung der Zellproliferation, jedoch eine Invasionshemmung und bei Liquiritigenin eine 
signifikante Reduktion der Expression des Proteins CXCR4 nach, das eine wichtige Rolle bei 
der Metastasierung spielt [112]. Auch Phytoestrogene, beispielsweise Genistein und Coum-
estrol, kommen aufgrund ihrer um ein Vielfaches höheren Affinität zum ERβ als zum ERα 
[191] unter diesem Gesichtspunkt in Frage. Bei Zellen, die nur den ERβ exprimieren stellen 
Lignane scheinbar eine ebenbürtige Alternative dar. Bei fehlenden klinischen Studien werden 
bisher noch keine ERβ-Agonisten zur Mammakarzinom-Therapie eingesetzt.  
 
Bei der Vielseitigkeit des Mammakarzinoms besteht der Bedarf, die Rolle des ERβ durch 
molekulare Charakterisierung vieler verschiedener Mammakarzinom-Zellproben, genauerer 
Untersuchung der ERβ-Isoformen sowie der Evaluation ihres prädiktiven und prognostischen 
Potenzials in epidemiologischen Studien weiter aufzuschlüsseln. Gleichzeitig muss der Ein-
fluss von ER-selektiven therapeutischen Substanzen in-vivo und klinisch weiter untersucht 





Bei der benignen Epithelzelllinie MCF-12A sowie der maligne Karzinomzelllinie Hs 578T 
handelt es sich um immortalisierte Zellen, die aufgrund ihres unbegrenzten Teilungspotenzi-
als, relativ homogener Eigenschaften und guter Verfüg- und Kultivierbarkeit Grundlage vieler 
in-vitro-Zellversuche darstellen [36]. Es gibt jedoch Hinweise darauf, dass es im Laufe des 
langen Kultivierungsprozesses zwischen den Passagen zu einer Veränderung der geneti-
schen Ausstattung und der biologischen Eigenschaften kommen kann [202]. Bei der Unter-
suchung der Zelllinie MCF-7 aus verschiedenen Laboren konnten trotz identischer Morpho-




rezeptorexpressionen nachgewiesen werden [202], was möglicherweise die zum Teil gegen-
sätzlichen Ergebnisse verschiedener Studien erklären könnte. 
Im Gegensatz zu den permanenten Zelllinien MCF-12A und Hs 578T handelt sich bei Pri-
märkulturen um Zellen mit langsamer Populationsverdopplung sowie begrenzter Teilungska-
pazität und Lebensdauer. Da diese Zellen direkt bzw. nach wenigen Subkultivierungen ver-
wendet werden sind ihre molekularen Charakteristika und die metabolische Kapazität wei-
testgehend erhalten. Primärkulturen stellen damit ein repräsentativeres Model für das Ur-
sprungsgewebe als permanente Zelllinien dar. Die Informationen von Primärkulturen können 
als eine Art Verbindungselement zwischen den Zellversuchen mit immortalisierten Linien und 
in-vivo-Versuchen verstanden werden [236]. Gleichzeitig ist ihre Kultivierbarkeit aufgrund der 
physiologischen Seneszenz auf oft nur zwei bis drei Passagierungen begrenzt [36]. Da die 
Versuche mit den HMEC aufgrund der oben genannten Eigenschaften nur einmalig mit je 
vier Ansätzen und reduzierter Zellzahl durchgeführt werden konnten ist die Aussagekraft 
dieser Ergebnisse begrenzt und die Vergleichbarkeit mit der benignen Zelllinie MCF-12A 
erschwert. Für eine allgemeine Aussage müsste sie durch größere Versuchsreihen validiert 
werden.  
 
Die verwendete Zellzahl selbst stellt eine weitere Fehlerquelle dar. Abweichungen werden 
meist durch nicht ausreichende Durchmischung der Zellsuspension verursacht [99]. Sie be-
einflussen die daraufhin ausgesäte Zellzahl bei jedem Versuchsansatz der kolorimetrischen 
Assays und der Stoffwechseluntersuchungen. Möglicherweise weisen auch die Extrakte und 
Kontrollsubstanzen je nach Durchmischung und Homogenität unterschiedliche Konzentratio-
nen auf. Auf der Mikrotiterplatte kann es zusätzlich zu unterschiedlich guter Adhärenz und 
Verteilung der Zellen kommen [163], was sich wiederum auf deren physiologische Eigen-
schaften und letztlich auf die Beeinflussbarkeit durch die Testsubstanzen auswirken kann. 
 
Alle aufgeführten Fehlerquellen können die teilweise großen Spannweiten der Ergebnisse 
mit bedingen und müssen stets bei der Interpretation der Ergebnisse bedacht werden. 
 
5.7 LIGNANE ALS PRÄVENTIVE ODER THERAPEUTISCHE OPTION BEIM MAMMAKARZINOM? 
 
Insbesondere auf die Zellen eines Vertreters der triple-negativen aber ERβ-positiven 
Mammakarzinome (Hs 578T) übten die Lignane starke antiproliferative und teilweise zytoto-
xische Effekte aus, ohne dabei auf gesunde oder benigne veränderte Zellen (HMEC und 
MCF-12A) signifikant zytotoxisch oder proliferationsfördernd zu wirken. Stattdessen vermit-
telten die Lignane auch auf die benigne veränderten Zellen MCF-12A eine starke, auf die 




Gleichzeitig kam es unter dem Lignan-Einfluss teilweise zu einer Reduktion des oxidativen 
Stresses, insbesondere bei der Primärkultur der HMEC, was zusätzlich ROS-vermittelten 
karzinogenen Effekten vorbeugen könnte. Der Zellmetabolismus wurde dabei bei keiner der 
drei Zelllinien signifikant beeinflusst. Lignane stellen mit ihren Eigenschaften also theoretisch 
Substanzen dar, die das Potenzial besitzen sowohl präventiv als auch therapeutisch bei be-
nignen Veränderungen der Mamma oder einer Brustkrebserkrankung eingesetzt zu werden. 
 
In-vitro-Versuche mit Zellkulturen stellen die Grundlage für die Erforschung des Einflusses 
neuer pflanzlicher Substanzen, wie beispielsweise der Lignane, auf gut- und bösartig verän-
derte Zellen dar. Unter standardisierten äußeren Bedingungen können Wirkung und Wir-
kungsmechanismus sowie Dosis-Wirkungsbeziehungen untersucht werden.  
 
Studien an Zelllinien, wie in dieser Arbeit, besitzen jedoch in ihrer Aussagekraft einige limitie-
rende Faktoren. Als erstes wird nur ein sehr begrenzter Anteil der Vielfalt an verschiedenen 
Zellen der Mamma und des Mammakarzinoms untersucht, die nur einen kleinen Ausschnitt 
der komplexen Erkrankung darstellen. Vernachlässigt wird dabei zudem das Verhalten der 
Zelle im Gesamtorganismus bei einem physiologischen Gewebeaufbau, wie Zell-Zell-
Interaktionen. In der weiblichen Brust spielt die Interaktion mit dem umgebenden Stroma, 
einem Netzwerk aus verschiedenen Zellen und der extrazellulären Matrix (ECM), eine ent-
scheidende Rolle. Stromazellen, beispielsweise Fibroblasten, beeinflussen über direkten 
Zellkontakt, parakrine Sekretion von verschiedensten regulatorischen Faktoren und Remo-
dellierung der ECM die Entwicklung und Differenzierung der Mamma sowie die Entstehung 
und Metastasierung von Mammakarzinomen [45, 50, 114]. 
 
Weiterhin bleibt in dieser Arbeit die Bioverfügbarkeit der Lignane außen vor. Bei Lignanen 
sind vor allem die von Mensch zu Mensch abweichende bakterielle Mikroflora des Darmes 
und damit die große Differenz im Lignanmetabolismus zu bedenken. Da die Mikroflora von 
zahlreichen externen Einflussfaktoren, wie der Ernährungsweise oder Medikamentenein-
nahme, abhängig ist, können auch intraindividuelle Schwankungen der Lignan-Konzentration 
im Organismus nicht exakt vorausgesagt werden [4]. Insbesondere durch das Fehlen der 
Leber- und Darmfunktion in-vitro kann auch die Wirkung wichtiger Stoffwechselmetaboliten, 
die zum Teil eine andere biologische Aktivität besitzen als die Ursprungssubstanzen (z. B. 
Tamoxifen-Metaboliten), in Zellversuchsreihen nur ungenügend dargestellt werden. Hinzu 
kommt, dass in-vivo neben der Aufnahme und dem Stoffwechsel auch die Ausscheidung und 
der enterohepatische Kreislauf einen Einfluss auf die Bioverfügbarkeit der Lignane nehmen. 
Zusätzlich ist das Verteilungsmuster der einzelnen Substanzen gewebeabhängig und inho-




und Zielgewebe wie Brust oder Prostata je nach Substanz deutlich ab [169]. Eindeutige Do-
sis-Wirkungsbeziehungen von Lignanen konnten so bisher nicht ermittelt werden. 
 
Beim präventiven Aspekt steht neben der Menge auch der Zeitpunkt der Aufnahme zur Dis-
kussion. In-vivo-Versuche zeigten, dass es bei Ratten unter einer Diät mit 5 % bzw. 10 % 
Leinsamen während der gesamten Lebensdauer, Schwangerschaft oder Laktationsperiode 
jeweils zu verstärkten strukturellen Differenzierungsprozessen der Brustdrüse bei den Nach-
kommen kommt [260, 273, 286]. Bei einer Diät mit einer äquivalenten Menge SDG während 
des Säugens zeigte sich der gleiche Effekt [260]. Da sich bei einer Substitution nach dem 
Abstillen kein Zusammenhang mit dem Brustkrebsrisiko zeigte [273] spricht dies vor allem für 
eine Risikoreduktion durch Lignane bei Exposition schon in frühen Lebensphasen. Ähnliche 
Versuche mit Ratten zeigten zudem eine Reduktion von Tumorinzidenz, -größe und -anzahl 
von chemisch induzierten Mammatumoren, wenn die Mütter während des Säugens eine Diät 
mit 10 % Leinsamen oder eine äquivalente Menge SDG erhalten hatten [42]. Passend zu 
den Erkenntnissen aus Tierversuchen zeigte eine Fall-Kontroll-Studie anhand von Lebens-
mittel-Fragebögen von mehr als 6.000 heranwachenden kanadischen Mädchen, dass sowohl 
eine hohe Isoflavon- als auch Lignanaufnahme im Jugendalter mit einem erniedrigten Brust-
krebsrisiko einhergeht [264]. Auch weitere Studien mit amerikanischen Frauen asiatischer 
Herkunft stellten bei Beginn eines hohen Soja-Konsums bereits in der Jugend und insbeson-
dere der Kindheit eine Reduktion des Brustkrebsrisikos fest [139, 296]. Im Rahmen der 
Shanghai Women`s Health Study – eine Studie die die Ernährung im Jugend- und Erwach-
senenalter von mehr als 73.000 chinesischen Frauen untersuchte –  wurde ein protektiver 
Effekt von soja- bzw. isoflavonreicher Ernährung im Jugend- und Erwachsenenalter für prä-
menopausalen Brustkrebs festgestellt [149]. Bei Anderson et al. hingegen zeigte sich in einer 
Fall-Kontroll-Studie mit etwa 5.800 Teilnehmerinnen, dass ein hoher Isoflavon- und Lig-
nankonsum in der Jugend vor allem postmenopausal mit einem erniedrigten Brustkrebsrisiko 
assoziiert ist. Ein signifikanter Zusammenhang fand sich insbesondere für Estrogen- und 
Progesteronrezeptor-positive Karzinome [10]. 
Da das Brustdrüsengewebe bis ins frühe Erwachsenenalter Ausreifungsprozessen unterliegt 
wird vermutet, dass der Phytoestrogenkonsum und damit der estrogene Einfluss in der Kind-
heit bzw. Jugend mit einer vorgezogenen Ausdifferenzierung des Drüsengewebes zusam-
menhängt, wodurch die Sensitivität für Karzinogene sinkt. Ein möglicher Mechanismus stellt 
die Beeinflussung der Expression des EGF-Rezeptors dar. Die frühere Differenzierung der 
Drüsenzellen führt im Erwachsenenalter zu einer geringeren Aktivität dieses Signalwegs und 
reduziert damit das Risiko für Brustkrebs [144, 260]. Die Ausdifferenzierung von Brustdrü-
senzellen könnte auch für die Risikoreduktion für Brustkrebs bei einer frühen ersten 




Ein entscheidender weiterer Punkt, der bei einem pharmakologischen Einsatz von Lignanen 
beachtet werden müsste, sind mögliche Nebenwirkungen. Nach einer Metaanalyse von 
92 Studien mit insgesamt rund 9.630 Teilnehmern, welche die Inzidenz von Nebenwirkungen 
unter der Einnahme von Phytoestrogenen mit einer Placebo-Therapie oder keiner Therapie 
verglich, zeigten sich zusammenfassend keine signifikanten Unterschiede. Einzeln betrachtet 
kam es jedoch signifikant häufiger zu gastrointestinalen Beschwerden, muskuloskelettale 
oder neurologische Effekte traten in beiden Gruppen gleich oft auf. Hormonell bedingte gy-
näkologische Nebenwirkungen wie vaginale Blutungen, Endometriumhyperplasie, Endomet-
riumkarzinome oder Mammakarzinome zeigten ebenfalls keine signifikante Häufung unter 
Phytoestrogen-Substitution. Obwohl sich die Studien in Menge und Zusammensetzung der 
Supplemente unterschieden und Langzeiteffekte bei zum Teil geringen Beobachtungszeit-
räumen nicht erfasst werden konnten, ist eine Supplementierung mit Phytoestrogenen über 
zwei Jahre laut Tempfer et al. als unbedenklich einzuschätzen [262].  
Bei einer kleinen Studie (n = 32) von Thompson et al. konnte bei dem Verzehr eines Muffins 
mit 25 g Leinsamen über 32 Tage bei neu diagnostizierten Brustkrebs-Patientinnen neben 
einem Rückgang von Zellproliferation, Ki-67 und c-erB2-Expression sowie erhöhter Apopto-
serate der Tumoren, eine signifikant erhöhte Lignanausscheidung im Urin und lediglich leich-
te gastrointestinale Beschwerden wie Völlegefühl oder verstärkte Darmmotilität im Vergleich 
zu einer Placebo-Gruppe festgestellt werden [270]. Eine andere Studie beobachtete 
87 postmenopausale Frauen, die über 16 Wochen Muffins mit 25 g Soja, 25 g Leinsamen 
oder keinem Zusatz zu sich nahmen. Hier konnte zwar keine signifikante Besserung post-
menopausaler Beschwerden, jedoch auch keine signifikanten Unterschiede in den Neben-
wirkungen beobachtet werden [152]. Auch ein Review von 2010 bewertete die Einnahme von 
Leinsamen und anderen Inhaltsstoffen wie SDG anhand der Datenlage aus Tier- und epide-
miologischen Studien als sicher [7]. Eczko untersuchte 2015 zudem die potenziell zellschä-
digende Wirkung eines wasserbasierten Leinwurzel-Extraktes auf primäre humane Hepato-
zyten und stellte zwar eine vorübergehende Syntheseminderung von Harnstoff und Albumin, 
jedoch keinen zytotoxischen Einfluss fest [78]. Da Leinsamen auch zahlreiche andere In-
haltsstoffe, beispielsweise Balllaststoffe, enthalten, ist der tatsächliche Anteil der Lignane an 
den Nebenwirkungen nach wie vor nicht geklärt. 
Zuletzt wird die Entwicklung eines Mammakarzinoms multifaktoriell von zahlreichen internen 
und externen Faktoren bestimmt, die sich wechselseitig beeinflussen können und noch nicht 
vollständig verstanden sind. Allein in der Nahrung finden sich unzählige Stoffe mit bisher 
unbekanntem Einfluss. 
 
Gegenstand der aktuellen Forschung ist die Weiterentwicklung von in-vitro Methoden, wie 




Umgebung bzw. ganze Gewebe oder Organsysteme inklusive Blutkreislauf nachbilden sol-
len. So könnten in Zukunft komplexe multifaktorielle Zusammenhänge und Mechanismen wie 
beispielsweise Tumorentstehung und -metastasierung sowie die Wirkung neuer Pharmaka 
in-vitro näher am menschlichen Organismus erforscht und Tierversuche reduziert werden. 
Choi et al. entwickelten beispielsweise ein 3D-Model eines DCIS aus Mammakarzinomzel-
len, Mammaepithelzellen und -fibroblasten, Bray et al. eine biotechnologisch erzeugte 3D-
Kultur einer Tumor-Mikroumgebung, welche die Angiogenese von Mamma- und Prostatakar-
zinomen nachbilden soll. Bersini et al. forschten an einem 3D-Model mit einer Matrix aus 
Knochen- und Endothelzellen, um die Metastasierung von Brustkrebs in Knochen besser zu 
verstehen. Chipbasierte mikrofluidische Systeme ermöglichen darüber hinaus die Verbin-
dung von mehreren über eine Mikrokrozirkulation verbundenen Organäquivalenten. 
Xiao et al. entwickelten einen Multi-Organ-Chip des weiblichen Genitaltraktes, der Ovarien, 
Tuben, Uterus und Leber sowie Blutzirkulation nachbildet. Komplexe Stoffwechsel- oder im-
munologische Reaktionen machen in-vivo-Versuche und klinische Studien bisher jedoch un-
abdingbar. 
 
Das Potenzial der Phytoestrogene, insbesondere der Lignane, zieht immer neue Untersu-
chungen nach sich. Neben einem präventiven oder therapeutischen Einsatz für beispielswei-
se Mamma- oder Prostatakarzinome [249] sind Lignane als natürliche SERMs möglicher-
weise auch für die antihormonelle Therapie oder den Fall einer Tamoxifen-Resistenz denk-
bar. Zudem wird ihre Verwendung als HET-Ersatz bei klimakterischen Beschwerden disku-
tiert [44]. Auch bei postmenopausaler Osteoporose oder kardiovaskulärem Risiko könnten 
Lignane eine Rolle spielen ohne dabei das Risiko für ein Karzinom der Brust und Gebärmut-
ter zu erhöhen oder sich negativ auf das Herz-Kreislauf-System auszuwirken [249] 
 
Bisher kann man wohl darauf schließen, dass eine Lignan-reiche Ernährung einen protekti-
ven Einfluss auf Brustkrebs haben kann. Welche Rolle genau dabei die Lignane oder weitere 
Nahrungsinhaltstoffe spielen ist aufgrund der inkonsistenten Studienlage weiterhin unklar. 
Diese und andere Studien mit isolierten Lignanen deuten jedoch darauf hin, dass sie einen 
entscheidenden Anteil der Wirkung von Leinsamen oder Leinpflanzen-Extrakten vermitteln 
[1, 266, 284]. 
 
Morton et al. untersuchten bei 23 postmenopausalen australischen Frauen die Plasma-
Konzentrationen von Lignanen (END, ENL) und anderen Phytoestrogenen nach einer Diät 
mit Zusatz von Leinsamen, Soja und Klee-Sprossen für jeweils zwei Wochen. Vor der Substi-
tution zeigten sich insgesamt, wie zu erwarten, je nach Ernährungsweise unterschiedliche 




0–10 ng/ml), die Konzentration von Enterolacton war in der Regel um ein Vielfaches höher. 
Zum Teil wurden jedoch auch deutliche höhere Werte bis zu 70 ng/ml gemessen. Bei der 
Diät mit 25 g Leinsamen täglich zeigten sich Enterolignan-Konzentrationen bis insgesamt 
500 ng/ml. Enterolacton konnte mit einem Maximum von 244 ng/ml und Enterodiol von 
390 ng/ml gemessen werden. 250 ng/ml Enterodiol entsprechen 0,25 µg/ml, also etwa ein 
Viertel der geringsten in dieser Arbeit verwendeten Lignankonzentration [188]. Da in Studien 
vor allem in höheren Konzentrationen die gewünschten antitumorigenen Effekte auftraten, 
müssten deutlich größere Mengen an Leinsamen aufgenommen werden. Eine Studie, wel-
che die Auswirkungen der Aufnahme entsprechend großer Stoffmengen erforscht existiert 
noch nicht. Auch eine Extraktherstellung mit einem höher konzentrierten Lignan-Anteil oder 
die Zufuhr von isolierten Lignanen könnte der gewünschten Plasmakonzentration näher-
kommen. Adlercreutz ging 2007 jedoch davon aus, dass Lignane nur in Zusammenhang mit 
„fiber“ oder „cereal fiber“, die diese Lignane und andere Inhaltsstoffe wie Ballaststoffe und 
α-Linolensäure enthalten, Krebs und CVD vorbeugen können. Lignane alleine seien dazu 
nicht in der Lage und könnten in den erforderlichen Mengen nicht ausreichend über einen 
längeren Zeitraum aufgenommen werden [4]. 
 
Die Deutsche Gesellschaft für Ernährung e.V. (DGE) spricht aufgrund der gegenwärtig feh-
lenden Kenntnisse aus Interventionsstudien mit isolierten Substanzen keine Zufuhrempfeh-
lungen für einzelne sekundäre Pflanzenstoffe aus. Auch sie geht davon aus, dass für ihre 
Wirkung möglicherweise die Aufnahme „im Verbund“ mit anderen Inhaltsstoffen notwendig 
sei [66]. Von der Kommission Mamma der Arbeitsgemeinschaft Gynäkologische Onkologie 
e. V. (AGO) wurde 2017 für den Einsatz von Phytoestrogenen / Soja sowohl für die Präventi-
on als auch die Rezidivprophylaxe von Brustkrebs keine generelle Empfehlung ausgespro-
chen (AGO Grade of Recommendation „+/-“). Dies bedeutet, dass sich bei der Einnahme 
kein Benefit für alle Patienten zeigt und eine Substitution nur ggf. in individuellen Fällen an-
gewendet werden kann. Als komplementärer Ansatz hingegen wird zur Rezidivprävention 
eines Mammakarzinoms neben generellen Ernährungsempfehlungen und der Einhaltung 
eines normalen BMIs auch der Verzehr von lignan- und ballaststoffreichen Lebensmitteln 
(z. B. Leinsamen) als „+“ , also als „Intervention mit limitiertem Benefit für Patienten, die 










VI. ZUSAMMENFASSUNG  
 
Als häufigster bösartiger Tumor und häufigste Krebstodesursache der Frau hat das 
Mammakarzinom einen bedeutenden Einfluss auf unsere Gesellschaft. Aufgrund der kom-
plexen und nebenwirkungsreichen konventionellen Therapien wächst die Nachfrage nach 
schonenderen naturheilkundlichen Alternativen und natürlichen präventiven Optionen. Welt-
weit erhebliche geographische Unterschiede in der Brustkrebsinzidenz rücken bei dieser 
Suche zunehmend Umweltfaktoren wie Lebensstil und Ernährung in den Fokus. Ein ent-
scheidender Beitrag zur geringen Rate an Brustkrebs-Neuerkrankungen im asiatischen 
Raum wird den soja- und damit phytoestrogenreichen Ernährungsgewohnheiten in diesem 
Kulturkreis zugeschrieben. In der westlichen Gesellschaft spielen Phytoestrogene bisher 
eine untergeordnete Rolle. Den Großteil an Phytoestrogenen in unserer Ernährungsweise 
machen Lignane aus. Die Leinpflanze Linum usitatissimum stellt mit ihrem hohen Lignanan-
teil, insbesondere in ihren Samen, ein mögliches Pendant des westlichen Kulturkreises zu 
der Isoflavon-reichen Sojapflanze in Asien dar.  
 
Da Soja und Isoflavone in-vitro und in-vivo vielversprechende antitumorigene Wirkungen 
gezeigt haben, beschäftigen sich seit Jahrzehnten zahlreiche Forschungsgruppen auch mit 
der Frage eines ähnlichen Potenzials von Leinpflanzen-Extrakten und Lignanen. Bisher lässt 
die Studienlage bei einer Vielzahl uneindeutiger Ergebnisse keine Empfehlungen zu. Um 
herauszufinden, welchen Einfluss Lignane unabhängig von anderen Inhaltsstoffen der Lein-
pflanzen-Extrakte wie beispielsweise Fettsäuren oder andere Polyphenole auf Zellen der 
Mamma und des Mammakarzinoms haben, wurde in dieser Arbeit die Wirkung einzelner 
reiner, häufig vorkommender Lignane (Secoisolariciresionl, Matairesinol, Enterodiol und 
Enterolacton) untersucht. Ziel war es eine Aussage zu einer möglichen tumorpräventiven 
oder therapeutischen Wirkung von Lignanen in Bezug auf das Mammakarzinom zu treffen. 
Da Mamma- und Mammakarzinomzellen aufgrund unterschiedlicher Zelltypen, Hormon- und 
Wachstumsrezeptorexpressionen stark abweichende Verhaltensweisen zeigen betrachteten 
wir den Effekt der vier Lignane auf verschiedene gut- und bösartige Zellen der humanen 
Mamma – den benignen Zellen der Linien MCF-12A, den HMEC sowie den bisher wenig 
untersuchten malignen Hs 578T-Zellen. Nach immunhistochemischer Charakterisierung der 
Zellen wurden hierzu die Zytotoxizität der Lignane sowie deren Auswirkungen auf die Zell-
proliferation, den oxidativen Stress, den Glukoseverbrauch sowie den pH-Wert im Überstand 
in-vitro untersucht und mit dem Einfluss der Kontrollsubstanzen 17β-Estradiol und dem 





Auf die maligne ERα- und PR-negative Zelllinie Hs 578T zeigten die Lignane (ENL > END > 
MATA > SECO) konzentrationsabhängig signifikante antiproliferative Effekte, wirkten ausge-
nommen von Enterodiol, in nahezu allen Konzentrationen leicht zytotoxisch und reduzierten 
den oxidativen Stress. Hierbei spielt möglicherweise die Expression des ERβ eine entsche i-
dende Rolle. 
Die gutartig veränderte ER- und PR-positive Zelllinie MCF-12A wurde durch die Lignane 
(ENL > END > MATA und z. T. SECO) ebenfalls signifikant in ihrer Proliferation gehemmt, 
ohne dass sich dabei signifikante proliferative oder zytotoxische Effekte zeigten.  
Oxidativer Stress und Zellstoffwechsel veränderten sich bei beiden Zelllinien nicht signifikant.  
Gleichzeitig beeinflussten die Lignane unveränderte Mammaepithelzellen (HMEC) kaum. 
Ihre Proliferation wurde unter dem Einfluss der Lignane größtenteils geringfügig und nicht-
signifikant gehemmt – ohne dabei eine verstärkte Zellschädigung zu zeigen. Lediglich bei 
Matairesinol in der geringsten Konzentration kam es zu einer leichten, nicht-signifikanten 
Proliferationssteigerung. Zudem reduzierten die Lignane den oxidativen Stress der Zellen der 
Primärkultur zum Teil deutlich.  
 
Die zytotoxische – bei den Zelllinien MCF-12A und Hs 578T auch die antiproliferative – Wir-
kung der Lignane war im Vergleich zu Tamoxifen signifikant geringer.  
Verglichen mit 17β-Estradiol zeigten die Lignane bei den Linien MCF-12A und Hs 578T in 
hohen Konzentrationen überwiegend eine signifikant stärkere Proliferationshemmung, wei-
testgehend ohne signifikanten Unterschied in der Zytotoxizität. Die Primärkultur HMEC blieb 
durch 17β-Estradiol ebenfalls nahezu unbeeinflusst. 
 
Bei der großen Diversität des Mammakarzinoms konnten die Erkenntnisse über den Einfluss 
von Lignanen in dieser Arbeit um weitere gut- und bösartig veränderte Zellen erweitert und 
deren potenzielle tumorpräventive und -therapeutische Wirkung bei unterschiedlicher Digni-
















Mit der Expression des ERβ bietet insbesondere die in der Klinik als triple-negative, mit 
schlechter Prognose assoziierte Zelllinie Hs 578T das Potenzial eines zusätzlichen therapeu-
tischen Ansatzes. Ob das antitumorigene Potenzial bei der malignen Zelllinie Hs 578T auf 
die Besonderheit der isolierten ERβ-Expression zurückgeführt werden kann, muss an weite-
ren klinisch triple-negativen aber ERβ-positiven Tumoren in-vitro untersucht, mit der Wirkung 
von Zellen ohne Steroidhormonrezeptorexpression verglichen und potenzielle Mammakarzi-
nom-Typen für in-vivo-Versuche ausgewählt werden. Gleichzeitig müssen auch Interaktionen 
mit Estradiol und Tamoxifen mit in die Untersuchungen einbezogen werden, um mögliche 
synergistische oder antagonistische Wirkungen zu identifizieren. Unter diesem Aspekt wäre 
auch die Erforschung des Einsatzes von Lignanen bei Tamoxifen-Resistenz bestimmter 
Mammakarzinom-Typen denkbar.  
 
Die Lignane auch auf die Linie MCF-12A proliferationshemmend wirkten, könnten Patientin-
nen mit fibrozystisch veränderter Brust, beispielsweise im Rahmen der häufig vorkommen-
den Mastopathie, möglicherweise ebenfalls von einer präventiven oder therapeutischen Lig-
nanaufnahme profitieren. Auf die Proliferation oder Zytotoxizität der normalen Mamma-
epithelzellen in dieser Arbeit konnte kein signifikanter Effekt durch die Lignane gezeigt wer-
den. Der oxidative Stress hingegen, welcher eine wichtige Rolle bei der Karzinogenese spie-
len kann (siehe Kapitel 5.2.3.1), wurde in den Versuchen dieser Arbeit bei der Primärkultur 
bei Lignanzugabe zum Teil deutlich reduziert. Somit konnte auch ein präventives Potenzial 
von Lignanen bestätig werden, das durch weitere in-vitro-Versuche mit höherer Anzahl und 
in-vivo-Versuche im Anschluss validiert werden muss.  
 
In Zukunft könnten Lignane möglicherweise unter präventiven Aspekten oder im Rahmen 
















1. Das Mammakarzinom ist durch eine histologische und molekulare Diversität gekenn-
zeichnet. 
 
2. Die Brustkrebsinzidenz unterscheidet sich weltweit erheblich. 
 
3. Die Entstehung des Mammakarzinoms ist multifaktoriell bedingt. 
 
4. Verschiedene gutartige Veränderungen der Brust sind mit einem erhöhten Risiko für 
Brustkrebs assoziiert. 
 
5. Lebensstil und Ernährung haben einen Einfluss auf die Brustkrebsinzidenz. 
 
6. Die Phytoestrogen-Aufnahme in Asien ist im Durchschnitt höher als in westlichen Kul-
turkreisen, was mit der vergleichsweise niedrigen Brustkrebshäufigkeit in Verbindung 
gebracht wird. 
 
7. Phytoestrogene können mit Estrogenrezeptoren interagieren und estrogenagonisti-
sche / -antagonistische Wirkungen entfalten. 
 
8. Studien zeigen antitumorigene Eigenschaften von Phytoestrogenen in-vitro und in-
vivo. 
 
9. Immunhistochemisch lassen sich bei der Primärkultur HMEC und der benigne verän-
derten Zelllinie MCF-12A die Estrogenrezeptoren ERα und ERβ sowie der Progeste-
ronrezeptor nachweisen, bei der malignen Zelllinie Hs 578T der ERβ. 
 
10. Zur Bestimmung der Zellproliferation und Zytotoxizität, des oxidativen Stresses und 
Zellmetabolismus wurden der LDH- und BrdU-Test verwendet sowie die Messung der 
H2O2-Konzentration, des Glukoseverbrauchs und des pH-Wertes herangezogen. 
 
11. Kommerzielle Lignane (Enterolacton, Enterodiol, Secoisolariciresinol, Matairesinol) 






12. Kommerzielle Lignane zeigen bei Zugabe zu normalen sowie benigne und maligne 
veränderten Mammaepithelzellen (HMEC, MCF-12A, Hs 578T) in hohen Konzentrati-
onen antiproliferative Effekte. 
 
13. Die Enterolignane Enterolacton und Enterodiol besitzen eine überwiegend stärkere 
antiproliferative Wirkung als die pflanzlichen Lignane Secoisolariciresinol und 
Matairesinol. 
 
14. Kommerzielle Lignane zeigen bei Zugabe zu maligne veränderten Mammaepithelzel-
len (Hs 578T) teilweise zytotoxische Effekte, bei benignen und unveränderten 
Mammaepithelzellen (HMEC und MCF-12A) tritt keine signifikante Zellschädigung 
auf. 
 
15. Die zytotoxische und antiproliferative Wirkung der kommerziellen Lignane ist in den 
verwendeten Konzentrationen geringer als diejenige des SERMs Tamoxifen. 
 
16. Verglichen mit 17ß-Estradiol zeigen die Lignane in den verwendeten Konzentrationen 
bei benigne und maligne veränderten Mammaepithelzellen (MCF-12A und Hs 578T) 
eine überwiegend stärkere Proliferationshemmung, weitestgehend ohne signifikanten 
Unterschied in der Zytotoxizität. 
 
17. Die Auswirkungen der kommerziellen Lignane auf unveränderte Mammaepithelzellen 
(HMEC) sind gering ausgeprägt. 
 
18. Kommerziellen Lignane können oxidativen Stress reduzieren. 
 
19. Lignane haben das Potenzial einer tumorpräventiven und -therapeutischen Wirkung 
in Bezug auf das Mammakarzinom. 
 
20. Insbesondere der Einsatz von Lignanen bei triple-negativen ERβ-positiven 
Mammakarzinomen ist von Interesse und muss durch weitere in-vitro- und in-vivo 
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Tab. 3: Zelllinien 
HMEC (CC-2551) Lonza Group AG, Basel, Schweiz 
Hs 578T (ATCC® HTB126™) ACCT- LCG Standards GmbH, Wesel, Deutsch-
land 




Tab. 4: Nährmedien und Zusätze 
Amphotericin B (250 µg/ml) PAA Laboratories GmbH, Pasching, Österreich 
Dimethylsulfoxid (DMSO) Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland 
Dulbecco’s MEM Biochrom GmbH, Berlin, Deutschland 
Dulbecco’s Modified Eagle Medium c.c.pro GmbH, Oberdorla, Deutschland 
Fetales Kälber Serum (FKS) Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, 
Deutschland 
HAM’S F-12 PAN Biotech, Aidenbach, Deutschland 
Pferdeserum  c.c.pro GmbH, Oberdorla, Deutschland 
Insulin c.c.pro GmbH, Oberdorla, Deutschland 
Mammary Epithelial Cell Supplement PromoCell GmbH, Heidelberg, Deutschland 
Mammary Epithelial Cell Basal Medium (prf) PromoCell GmbH, Heidelberg, Deutschland 
Penicillin / Streptomycin (100x) PAA Laboratories GmbH, Pasching, Österreich 
 
 
Tab. 5: Test- und Kontrollsubstanzen 
17-β-Estradiol ≥ 98 % 
CAS: 50-28-2, M 272,38 g/mol 
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, 
Deutschland 
Enterodiol ≥ 95.0 % (HPLC)  
CAS: 80226-00-2, M 302,36 g/mol 
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, 
Deutschland 
Enterolactone ~ 95 % (HPLC)  
CAS: 78473-71-9, M 298,33 g/mol  
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, 
Deutschland 
Ethanol absolut >99,5 %, Ph. Eur., reinst Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland 
Matairesinol ≥ 85 % (HPLC) 
CAS: 580-72-3, M 358,39 g/mol 





Secoisolariciresinol ≥ 95.0 % (HPLC)  
CAS: 29388-59-8, M 362, 42 g/mol 
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, 
Deutschland 
Tamoxifen ≥ 99 %  
CAS: 10540-29-1, M 371.51 g/mol 








Tab. 6: Chemikalien, Puffer und Lösungen 
Aqua B. Braun Melsungen AG, Melsungen, Germany 
Formafix 4 % Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland 
Glukose Systemlösung CARE diagnostica Laborreagenzien GmbH, Vo-
erde, Deutschland 
Orion Application Solution pH 4.01, 7.00 und 
10.01 Buffer 
Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, Massa-
chusetts 
Orion Application Solution pH Electrode Storage 
Solution 
Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, Massa-
chusetts 
PBS (phosphatgepufferte NaCl-Lösung), pH 7,4, 
10 mM (8,0 g Natriumchlorid + 2,9 g Natriumhy-
drogenphosphat x 2 H2O + 0,2 g Natriumhy-
drogenphosphat + 0,2 g Kaliumchlorid in 1,0 l 
destilliertes Wasser)  
Biochrom GmbH, Berlin, Deutschland 
Salzsäure (HCL) 1 N  Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland 
Schwefelsäure (H2SO4) 1 M Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland 
Trypan Blue Solution 0,4 % Gibco™, Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, 
Massachusetts 
Trypsin-EDTA 10x c.c.pro GmbH, Oberdorla, Deutschland 
Wasserstoffperoxid (H2O2) 35 % Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland 
 
 
Tab. 7: Test-Kits 
Cell Proliferation ELISA, BrdU (colorimetric): 
 
Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Deutsch-
land 
Cytotoxicity Detection Kit (LDH)  Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Deutsch-
land 
Histoprime HRP- Substrate LinRed IHC LINARIS Biologische Produkte GmbH, Dossen-
heim, Deutschland 
Hydrogen Peroxide Colorimetrc/Fluorometric 
Assay Kit: 






 UNIVERSAL REAGENT KIT (MP-
7500) 
Vector Laboratories, Burlingame, California, USA 
 
 
Tab. 8: Antikörper 
FLEX Monoclonal Mouse Anti-Human Progester-
one Receptor Clone PgR 636 
Dako, Aglient Technologies, Inc., Santa Clara, 
Kalifornien 
Mouse anti estrogen receptor beta 1 MCA1974 Serotec, Bio-Rad Laboratories GmbH, München, 
Deutschland 
Novocastra Liquid Mouse Monoclonal Antibody 
Estrogen Receptor alpha NCL-ER-6F11/2 
Leica Biosystems GmbH, Nußloch, Deutschland 
 
 
Tab. 9: Verbrauchsmaterialien 
Aspirationspipetten 2 ml, 10 ml Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland 
Cellstar Tubes 50 ml Greiner BIO-ONE GmbH, Frickenhausen, 
Deutschland 
Gewerbekulturflasche mit Filterschraubver-
schluss 25 cm² 
Greiner BIO-ONE GmbH, Frickenhausen, 
Deutschland 
Kryo-Röhrchen 2,0 ml TPP Techno Plastic Products AG, Trasadingen, 
Schweiz 
Pipette Tip Universal 200 µl Greiner BIO-ONE GmbH, Frickenhausen, 
Deutschland 
Pipettenspitze 1000 µl, 10 µl  Sarstedt Aktiengesellschaft & Co. 
Nümbrecht, Deutschland 
Reaction Tubes 1,5 ml Greiner BIO-ONE GmbH, Frickenhausen, 
Deutschland 
Serologische Pipetten 5ml, 10ml, 25ml TPP Techno Plastic Products AG, Trasadingen, 
Schweiz 
Zellenzählkammer nach Bürker Poly-Optik, Bad Blankenburg, Deutschland 
Zellkultur Microplatte 96 Well Greiner BIO-ONE GmbH, Frickenhausen, 
Deutschland 
Zellkulturflasche mit Filter-Schraubverschluss 
75cm², 175 cm² 
Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland 
Zellkulturtestplatte 24 Well TPP Techno Plastic Products AG, Trasadingen, 
Schweiz 






Tab. 10: Geräte 
Brutschrank Function Line Heraeus Instruments GmbH, Hanau, Deutsch-
land 
Gefrierschrank Herafreeze Heraeus Instruments GmbH, Hanau, Deutsch-
land 
Glukosemessgerät ecoTwenty CARE diagnostica Laborreagenzien GmbH, Vo-
erde, Deutschland 
Kamera Axiostar plus Carl Zeiss Werk, Göttingen, Deutschland 
Microplate Reader Model 680 Bio-Rad Laboratories GmbH, München, Deutsch-
land 
Mikroskop Olympus CK2-TR Olympus Europa GmbH,  
Hamburg, Deutschland 
ORION 3 STAR Benchtop pH meter Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, Massa-
chusetts 
Präzisionswaage Sartorius Basic Sartorius AG, Göttingen, Deutschland 
Sterilbox Heraeus HERAsafe™ Heraeus Instruments GmbH, Hanau, Deutsch-
land 
Vortex-1 Genie Touch Mixer Scientific Industries, Inc., Bohemia, New York 
Zentrifuge Heraeus BIOFUGE pico Kendro Laboratory Products, Osterode, Germany 
Zentrifuge Universal 320 R 
 




Tab. 11: Software 
Citavi 6, Literaturverwaltung Swiss Academic Software, Wädenswil, Schweiz 
Microplate Manager Bio- Rad Laboratories GmbH, München, 
Deutschland 
Microsoft Excel 2010 Microsoft Corporation, Redmond, Washington 
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